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Zusammenfassung
Die Steuerung fast aller Vorgänge in biologischen Organismen beruht auf Molekülerkennung. Der weit
überwiegende Teil diagnostischer und pharmazeutischer Lösungen basiert auf speziﬁschen molekularen
Wechselwirkungen. Protein-Protein-Interaktionen spielen dabei eine wesentliche Rolle. Um daraus einen
Nutzen zu ziehen kommt es darauf an, sich der ausprägenden Strukturmotive der Wechselwirkung in-
nerhalb einer Aminosäuresequenzen in geeigneter Weise zu bedienen. Die in den letzten Jahrzehnten
etablierten molekularbiologischen Methoden ermöglichen es, derartige Erkennungsmuster für verschie-
dene biotechnologische Konzepte nutzbar zu machen. So können Proteine, die Gegenstand aktueller
biologischer oder biomedizinischer Forschung sind, mit Sequenzbereichen eines interagierenden Proteins
fusioniert werden. Mit Hilfe ihres komplementären Interaktionspartners ist es möglich sie zu identiﬁzie-
ren und aus komplexen Stoﬀgemischen zu isolieren oder ihre Stoﬀwechselwege zu verfolgen und somit
biologische Prozesse zu charakterisieren. Im Idealfall verleihen diese Anhängsel oder Tags dem Fusi-
onsprotein zusätzlich bestimmte Eigenschaften und sind ﬂexibel in verschiedenen Methoden einsetzbar.
Die vorliegende Arbeit bedient sich zweier Komponenten des bakteriellen Typ IV Sekretionssystems,
ein Konjugationsapparat dessen Proteinkomplex die bakterielle Membran durchspannt und biologische
Makromoleküle transportiert. Das TraO-Protein dieses Komplexes weist eine ausgesprochen starke Inter-
aktion gegenüber dem TraN-Peptid auf, wodurch TraO in der äußeren Membran der Zelle verankert wird.
Die Interaktionspartner wurden für unterschiedliche Applikationen optimiert und die Wechselwirkungen
verschiedener Derivate charakterisiert. Seitens TraO wurden Sequenzmodiﬁkationen zur Verbesserung der
biochemischen Eigenschaften vorgenommen. Bei TraN erfolgten eine sukzessive Verkürzung sowie punk-
tuelle Austausche innerhalb der Aminosäuresequenz, um das für die Bindung benötigte Minimalmotiv zu
identiﬁzieren und die Sequenz für verschiedene Anwendungen nutzbar zu machen. Letztendlich konnten
mehrere Varianten des TraO/TraN-Systems identiﬁziert werden, die sich zur weiteren Entwicklung bio-
technologischer oder biochemischer Applikationen anbieten. Das entwickelte System konnte erfolgreich
in der aﬃnitätschromatographischen Reinigung von biologisch aktiven Zytokinen eingesetzt werden und
ist im Western Blot detektierbar. Mit TraN markierte Proteine konnten auf eukaryontischen Zellen ex-
primiert und nachgewiesen werden. Die zielgerichtete Fluoreszenzmarkierung von Rezeptorproteinen mit
Hilfe des TraO/TraN-Systems machte es darüber hinaus möglich, geeignete Sonden herzustellen um
Zytokin-Rezeptorinteraktionen auf Oberﬂächen nachzuweisen. Durch weitere Modiﬁkationen der Bin-
dungspartner konnte eine kovalente Bindung zwischen Protein und Peptid hergestellt werden. Für die
unterschiedlichen Applikationen konnten diverse Varianten des Tag-System etabliert werden. Die be-
schriebenen Ergebnisse zeigen das große Potenzial des TraO/TraN-Systems für die biotechnologische
Verwendung auf.
Abstract
The control of almost every event in biological organisms is dependent on molecular recognition. The
vast majority of diagnostic and pharmaceutic applications are based on the deployment of molecular
interactions. Thereby protein-protein-interactions play a crucial role. Hence, it comes down to make a
use of the amino acid sequence motifs that mark the associates of biological reactions. The molecular
biologic methods established over the past decades are used to utilize such recognition sites for bio-
technological concepts. Proteins which are subject to current biological or biotechnological research can
be fused to sequencees of interacting proteins. With its complementary the identiﬁcation and isolation
from a complex composure of substances can be achieved or its metabolic pathways can be tracked and
biological processes characterized. Ideally these labels or tags are customizable for diverse applications
and provide additional properties to the target protein and can be used ﬂexibly in diverse methods. The
present work employs two components of the bacterial type IV secretion system, a conjugation device
made of a protein complex, which is spanning the bacterial envelope and is responsible for the transpor-
tation of biological molecules. The TraO-protein of this complex shows a very strong interaction towards
the TraN-peptide, anchoring TraO in the outer membrane of the cell. The two interacting partners
where optimized for diﬀerent applications and the interaction of the derivates was characterized. The
TraO-sequence was modiﬁed to improve its biochemical proporties. TraN was gradually shortened and
selectively modiﬁed to identify the minimum motif for binding and to utilize the sequence for various ap-
plications. Eventually several variants of the TraO/TraN-system were identiﬁed for further deployment
in biotechnological and biochemical applications. The developed system was successfully used for the
puriﬁcation of biologically active cytokines by aﬃnity chromatography and is also detectable in western
blot. TraN-labeled proteins were expressed and veriﬁed on eukaryotic cells. Moreover, the production
of suitable probes by purposeful ﬂuorescent labeling of receptor proteins with the TraO/TraN-system
proofed cytokine-receptor-interactions on surfaces. By further modiﬁcations of the interacting partners
a covalent binding between the TraO and TraN was established. The results of this work show the great
potential of the TraO/TraN-system for biotechnological applications.
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1 Einleitung
Die meisten - wenn nicht sogar alle - zellulären Prozesse unseres Lebens werden durch molekulare Inter-
aktionen gesteuert. Ein überraschendes Ergebnis der verschiedenen Genomsequenzierungsprojekte war,
dass die Komplexität eines Organismus nicht durch die Anzahl seiner Gene bestimmt wird [1] [2]. Einer-
seits ist diese Zahl für den Menschen viel geringer als ursprünglich angenommen. Andererseits besitzen
beispielsweise Caenorhabdit is elegans (Fadenwurm) oder Daphnia pulex (Wasserﬂoh) mehr Gene als
der Mensch [3] [4]. Folglich ist die Vielschichtigkeit von Organismen viel mehr von der Anzahl ihrer mo-
lekularen, physiologisch relevanten Interaktionen abhängig [5]. Um das Gesamtnetzwerk der molekularen
Wechselwirkungen in einer Zelle zu beschreiben, wurde in den letzten Jahren der Begriﬀ des Interaktoms
geprägt [6] [7]. Oft wird der Begriﬀ auf proteomweite Interaktionsstudien bzw. -netzwerke eingeschränkt,
was die Bedeutung der speziﬁschen physischen Interaktionen zwischen Proteinen hervorhebt. Die Art
und Weise wie hunderte, manchmal tausende dieser unterschiedlichen biologischen Makromoleküle mit-
einander verbunden sind, ist ausschlaggebend für ihre Funktion und den Phänotyp einer Zelle. Die
Gesamtheit der Protein-Protein-Interaktionen (PPI) wird im menschlichen Organismus auf etwa 650 000
Wechselwirkungen geschätzt [8] [9], von denen jedoch nur ein Bruchteil bekannt ist [10]. PPI spielen eine
Schlüsselrolle bei fast allen biologischen Prozessen. Folglich sind diese Wechselwirkungen Gegenstand
der Forschung in vielen Bereichen der Biowissenschaften. Beispiele für PPI sind die Signaltransduktion,
der Transport von Protein durch Membranen, der Zellmetabolismus und die Muskelkontraktion. Auch
unvollständige Protein-Netzwerke sind eine wertvolle Basis für weiterführende Studien geworden. Viele
Proteine, die mit Krankheitsprozessen in Verbindung gebracht werden, konnten so identiﬁziert werden
[11]. Die Aufklärung vollständiger Netzwerke für menschliche Zellen stellt einen Weg zur Entschlüsselung
von Stoﬀwechselprozessen, Signalwegen und Krankheitsursachen dar. Es gibt zahlreiche Methoden zum
Studium von PPI. Neben dem Hefe-Zwei-Hybrid-System [12] ist die Tandem Aﬃnity Puriﬁcation [13] [14]
eine der am häuﬁgsten verwendeten Methoden, um Interaktionen zwischen Proteinen zu erforschen. Da-
bei wird das Zielprotein mit einem Anhängsel, einem sogenannten Tag oder Label, fusioniert und kann
so speziﬁsch identiﬁziert bzw. aus einem Gemisch vieler verschiedener Moleküle aufgereinigt werden.
Auch andere Systeme zum Nachweis von Makromolekülen oder der Isolierung rekombinanter Proteine
aus komplexen Stoﬀgemischen bedienen sich solcher Anhängsel. Meist nutzt man bereits bekannte PPI
und bedient sich der nicht-kovalenten Wechselwirkung der Aminosäurereste oberﬂächennaher Domänen
zwischen den beteiligten Molekülen.
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1.1 Hochspeziﬁsche Proteinbindungen und ihre Anwendungen
In vielen medizinischen, biochemischen und biotechnologischen Bereichen werden PPI genutzt um Mole-
küle oder Strukturen zu markieren oder sie voneinander zu separieren. Die wichtigsten Moleküle stellen
dabei Antikörper dar. Antikörper, Eiweiße aus der Klasse der Globuline, werden in den B-Lymphozyten
von Vertebraten als Reaktion auf Antigene produziert und für verschiedenste Zwecke eingesetzt. Als
passiver Impfstoﬀ, zur Substitutionsbehandlung bei angeborenen oder erworbenen Störungen der Anti-
körperbildung [15], in der Onkologie [16], in der Szintigraﬁe bzw. der Positronen-Emissions-Tomographie
zur Detektion von Tumoren [17] und vielen anderen Bereichen werden monoklonale Antikörper und somit
PPI seit teilweise mehr als einhundert Jahren genutzt, um Antigene oder Zellen speziﬁsch zu markieren.
Auch kommen Antikörper in vielen biochemischen Analyse- und Aufreinigungsverfahren zum Einsatz.
Anwendungsbeispiele sind der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), die Durchﬂusszytometrie,
das Phagen-Display, der Pull-Down-Assay, der Western Blot, die Immunhistochemie, die Fluoreszenzmi-
kroskopie oder die Aﬃnitätschromatographie. Die meisten genannten Verfahren können alternativ, statt
mit Antikörpern, auch mit einer Fülle unterschiedlicher Tags durchgeführt werden. Wesentliche Vortei-
le dieser Label gegenüber Antikörpern sind ihre oftmals geringere Größe, die Herstellungsmöglichkeit
in prokaryontischen Systemen und die vereinfachte Verwendung in Fusionsproteinen. Heutzutage sind
Antikörper und Label nicht ersetzbar. Obwohl beispielsweise die Bio-Layer-Interferometrie (ForteBio)
[18] als Label-freie Methode zur Identiﬁzierung von Interaktionen gilt, müssen die zu untersuchenden
Zielproteine erst einmal immobilisiert werden. Dies geschieht teilweise auch über verschiedene Antikör-
per, Glutathion-S-Transferase (GST), Protein A, Protein G, Protein L oder Streptavidin, wodurch diese
Methode ebenfalls zu einer Antikörper bzw. Tag-basierten wird.
1.1.1 Das Prinzip der Proteinbindung / Wechselwirkungen
Proteine sind lineare Polymere, deren monomere Untereinheiten die Aminosäuren sind. Die Funktio-
nen und Eigenschaften eines Proteins ergeben sich aus seiner dreidimensionalen Struktur und somit
unmittelbar aus der Aminosäuresequenz und den verschiedenen funktionellen Gruppen der einzelnen
Aminosäuren. Die Polypeptidketten falten sich dabei weitestgehend so, dass die hydrophoben Seitenket-
ten im Inneren und hydrophile Seitenketten an der Oberﬂäche des Proteins liegen. Dabei kommt es zur
Ausbildung von sekundären Strukturen, d. h. die räumliche Anordnung der aufeinanderfolgenden Amino-
säuren, wie α-Helices, β-Faltblättern, Haarnadelkehren und Schleifen. Mittels Kernspinresonanzspektro-
skopie [19], Röntgenkristallographie [20] und Kryoelektronenmikroskopie [21] kann die dreidimensionale
räumliche Anordnung der Polypeptidkette (Tertiärstruktur) von Proteinen und Proteinkomplexen visua-
lisiert und simuliert werden. Eine PPI ist ein speziﬁscher physischer Kontakt zwischen zwei oder mehr
Proteinen. Wenn die Oberﬂächenmoleküle der Interaktionspartner (Domänen) komplementär zueinander
passen, bilden sie untereinander eine Reihe von meist nicht-kovalenten Bindungen aus, wie Wasserstoﬀ-
brücken, ionische Wechselwirkungen, Van-der-Waals Kräfte und hydrophobe Wechselwirkungen. Dabei
kann ein Protein bei dem anderen bzw. beide gegenseitig Konformationsänderungen verursachen. Ge-
nerell können diese Wechselwirkungen in stabile und transiente eingeteilt werden. Stabile Interaktionen
sind meist Komplexe aus mehreren Untereinheiten wie z. B. Hämoglobin oder RNA-Polymerase. Tran-
siente Interaktionen variieren erheblich in Ausmaß und Zeit ihrer Bindung und Dissoziation. Transient
interagierende Proteine sind involviert in ein breites Spektrum zellulärer Prozesse wie DNA-Replikation,
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Transkription, Translation, Splicing, Sekretion, die Kontrolle des Zellzyklus, Signaltransduktion und
metabolische Prozesse [22].
1.1.2 Aﬃnitätstags zur Nutzung in der Chromatographie und Detektion
Zusammengehörige Partner erkennen sich gegenseitig und können miteinander interagieren, also in
Wechselwirkung treten. Um daraus einen Nutzen zu ziehen, kommt es letztlich darauf an, sich der spe-
ziﬁschen Erkennungsmuster, welche die Partner biologischer Reaktionen auszeichnen, zu bedienen. Die
Aﬃnitätschromatographie nutzt eine speziﬁsche biologische Eigenschaft einer Komponente eines Stoﬀge-
misches aus, um diese zu isolieren. Dabei wird der biospeziﬁsche Partner oder Ligand der Komponente an
eine stationäre Phase oder Sorbens oder Matrix immobilisiert. An der daraus entstandenen stationären
Phase wird die mobile Flüssigphase mit dem zu trennenden Stoﬀgemisch vorbei geleitet. Dabei erkennt
der ﬁxierte Ligand nur die speziﬁsch zu ihm passende Komponente (Analyt) und hält diese zurück, er
fängt sie ein, während alle anderen Komponenten mit der Flüssigphase abtransportiert werden können.
Die treibende Kraft hinter der Entwicklung von Protein-Tag-Systemen ist das Ziel, mit einfachen und
möglichst wenigen chromatographischen Schritten eine große Menge speziﬁscher rekombinanter Proteine
zu isolieren. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist neben der Reinigung auch die Detektion von Biomolekülen.
Die Tags werden dazu verwendet, ein Protein von Interesse zu lokalisieren. Mittels molekularbiologischer
Methoden ist es heutzutage möglich Fusionsproteine zu produzieren, die aus dem zu untersuchenden
Protein und verschiedenen Tags zur Detektion und Aufreinigung zusammengesetzt sind. Viele unter-
schiedliche Protein-Tag-Systeme sind beschrieben und werden heute standardmäßig verwendet. Die Art
und Größe von Aﬃnitätstags variiert. Sie können aus wenigen Aminosäuren, Epitopen oder ganzen Pro-
teinen aufgebaut sein und an das N- oder C-terminale Ende der Aminosäuresequenz fusioniert werden
[23] [24]. Auch die bereits erwähnte TAP ist eine aﬃnitätschromatographische Methode mit mehreren
aufeinander folgenden Tags.
1.1.3 Anforderungen an Aﬃnitätstags
Die Herstellung und Isolierung hochreiner rekombinanter Proteine ist eine der Hauptaufgaben der Pro-
teinbiochemie. Die Aﬃnitätschromatographie ist ein chromatographisches Trennverfahren zur Isolierung
eines Analyten (Substrat, Zielprotein) aus einer Proteinlösung. Dem interessierenden Analyten muss
dafür ein Ligand (Bindungspartner) zur Verfügung stehen. Es wurde eine Vielzahl an Peptiden und
Proteinen entwickelt, die dem Zielprotein angehängt werden können und ihm dadurch bestimmte Eigen-
schaften verleihen. Diese sogenannten Aﬃnitätstags haben i. d. R. folgende Eigenschaften [24] [25]:
⇒ Einstuﬁge Adsorptionsaufreinigung
⇒ Minimaler Eﬀekt auf die Tertiärstruktur und die biologische Aktivität des Zielproteins
⇒ Eﬀektive und speziﬁsche Entfernung des Aﬃnitätstags vom nativen Protein
⇒ Die Möglichkeit akkurater Analysen des rekombinanten Proteins
⇒ Übertragbarkeit der Systems auf unterschiedliche Proteine
⇒ Stabilität des Tags
⇒ Einfache Herstellung
⇒ kostengünstige Herstellung von Matrix und Puﬀer
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Mit Hilfe eines Aﬃnitätstags kann aus einem komplexen Stoﬀgemisch das Substrat reversibel an den
Liganden, welcher kovalent an eine Matrix gekoppelt ist, gebunden werden. Es handelt sich um eine
biospeziﬁsche Adsorption. Das fundamentale Prinzip der reversiblen Interaktion zweier biologisch aktiver
Substanzen war bereits zu Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts bekannt. Wesentlich vorangetrieben
wurden die Entwicklung aﬃnitätschromatographischer Trennmethoden in den 1960iger Jahren nach der
Entdeckung von Sephadex [26] und Agarose [27] als Trägermaterial. Die Interaktionsstudien zwischen
Substrat und Ligand konnten so entscheidend beschleunigt werden und so steht heute eine Vielzahl
unterschiedlicher Tags zur Verfügung, von denen die in unserem Labor verwendeten kurz vorgestellt
werden.
1.1.4 Vergleich verschiedener Aﬃnitätstags - Vor- und Nachteile
Der Strep-Tag
Der Strep-Tag ist ein Oktapeptid zur Bindung von Fusionsproteinen an Streptavidinmatrices [28]. Durch
Mutagenese wurde ausgehend vom ursprünglichen Tag das Strep-Tag II und aus Streptavidin das Strep-
Tactin entwickelt [29] [30] [31]. Zielproteine mit einem Strep-tag bzw. dem Strep-Tag II binden unter
physiologischen Puﬀerbedingungen an der Biotin-Bindungsstelle und können mit Biotin oder Biotinde-
rivaten von der Matrix eluiert werden [28]. Die Matrix ist regenerierbar. Die Bindung ist hochspeziﬁsch
und die Dissoziationskonstante liegt im Bereich von 1µM [30]. Der Strep-Tag kann C- und N-terminal an
Proteine fusioniert werden und Strep-Tag-Hybride können in Bakterien [30], Säugerzellen[32], Hefen [33],
Pﬂanzen- und baculovirusinﬁzierte Insektenzellen [34] [35] exprimiert werden. Neben seiner Nutzung zur
Proteinaufreinigung kann der Strep-Tag auch zum Nachweis verschiedener Moleküle dienen. Dazu wird
Strep-Tactin beispielsweise mit einem enzymatischen (Meerrettichperoxidase, HRP; Alkalische Phospha-
tase, AP) oder ﬂuoreszierenden (grün ﬂuoreszierendes Protein, GFP) Marker gekoppelt. Der Tag kann
so in Colony Blot, Dot Blot, Western Blot, ELISA, Proteinlokalisation oder Targetstudien eingesetzt
werden. Der Strep-Tag ist auch im denaturierten Zustand nachweisbar.
Polyhistidin-Tag
In den 1980iger Jahren wurde die immobilisierte Metallaﬃnitätschromatographie (IMAC) verwendet
um Polyhistidin-getaggte (His-Tag) Proteine aufzureinigen [36]. Metallionen wie Co2+, Cu2+, Ni2+ und
Zn2+ werden an einem Trägermaterial ﬁxiert und können so die Elektronendonorgruppen im Imidazol-
ring des Histidin binden, längere His-Tags binden i. d. R. besser an IMAC [37]. Durch die Zugabe von
freiem Imidazol oder eine Änderung des pH-Wertes können die Proteine eluiert werden. Bei niedrigen
Imidazolkonzentrationen werden die unspeziﬁsch gebundenen Wirtsproteine ausgewaschen. Polyhistidin
kann auch unter denaturierenden Bedingungen und in Anwesenheit von Salzen verwendet werden. Die
Elution mit Imidazol kann jedoch eine folgende Kernspinresonanzspektroskopie, Kristallographie oder
Kompetitionstudien beeinﬂussen, außerdem neigen viele Proteine dazu in Anwesenheit von Imidazol zu
aggregieren. Der His-Tag kann N- und C-terminal und sogar internal verwendet werden und eine Vielzahl
rekombinanter Proteine aus Bakterien [38], Hefen [39] Säugerzellen [40] und baculovirusinﬁzierte Insek-
tenzellen [41] wurden mit seiner Hilfe hergestellt. Trotz der geringen Größe des Polyhistidin-Tags kann
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nicht ausgeschlossen werden, dass Wechselwirkung mit dem Protein eingegangen werden. [42]. Das Pro-
blem kann umgangen werden, indem man den Aﬃnitätstag an eine andere Position in der Proteinkette
kloniert oder unter denaturierenden Bedingungen reinigt. Außerdem sind Aufreinigung von Proteinen
mit Metallzentrum und unter anaeroben Bedingungen mit His-Tag nicht empfohlen. Trotzdem ist die
Reinigung von Proteinen mittels Polyhistidin eine der gebräuchlichsten Methoden [24].
FLAG-Tag
Der FLAG-Tag besteht aus einer hydrophilen Peptidsequenz von acht Aminosäuren. Dieser Epitop-
tag bindet an verschiedene monoklonale Antikörper [43]. Einige Studien zeigen, dass bereits ein noch
kürzerer Abschnitt aus dem Tag (4 Aminosäuren) an besagte Antikörper bindet [44]. Der FLAG-Tag
kann N- [45] oder C-terminal [46] fusioniert sein und sogar gemeinsam mit anderen Tags verwendet
werden [47]. Er stört dabei weder bei der Proteinexpression oder der Aktivität der Fusionsproteine. Un-
tersuchungen wurden in Bakterien [48], Hefe [49], Säugerzellen [50] und Insektenzellen [51] durchgeführt.
Ein Vorteil ist, dass der Tag eine interne Spaltstelle für das proteolytische Enzym Enterokinase besitzt
[43]. Die Proteine werden im nativen Zustand an den immobilisierten FLAG-Antikörper gebunden und
können nach dem Waschen mit EDTA [52], niedrigem pH-Wert [53] oder kompetitiv eluiert werden [54].
Zwei Nachteile des Systems sind die instabile Antikörpermatrix und die Tatsache, dass der Tag nicht
unter denaturierenden Bedingungen verwendet werden kann [24].
P5D4-Tag
Der P5D4-Tag ist ein 11 - 15 Aminosäuren langes Peptid, welches aus dem C-Terminus des Vesicular
stomati t is Indiana v irus Glykoprotein entwickelt wurde [55]. Gegen die Peptidsequenz wurden mono-
klonale Antikörper hergestellt. Der Tag ist nicht besonders verbreitet und auch in der Literatur ﬁnden
sich keinen nennenswerten Aufzeichnungen. Nichtsdestotrotz bieten verschiedene Firmen einen konju-
gierten Antikörper gegen den Tag an und er wird standardmäßig in unserem Labor zum Nachweis der
Expression im Western Blot verwendet. Eine Nutzung für die Aﬃnitätschromatographie ist nicht be-
schrieben.
GST-Tag
Die GST aus Schistosoma japonicum ist ein 26,2 kDa großes Enzym [56], was im Vergleich zu den
bisher vorgestellten Tags sehr groß ist. Der Tag ist N-terminal an Zielproteine fusioniert und wird le-
diglich in Bakterien verwendet. Vorteil von GST als Fusionstag ist, dass es als eine Art Chaperon die
Proteinfaltung des Zielproteins fördert und folglich das Protein in großer Menge als lösliches Molekül
statt in Einschlusskörperchen (Inclusion Bodies, IB) exprimiert wird [57]. GST-Fusionsproteine können
i. d. R. einfach ohne Denaturierung oder den Einsatz von Detergenzien aufgereinigt werden. Dazu wird
das GST-Substrat Glutathion (GSH) an einer stationären Phase immobilisiert und kann mit freiem GSH
eluiert werden [56]. Kommerziell erhältliche GST-Tags werden mit einer Vielzahl verschiedener proteo-
lytischer Spaltstellen angeboten, um das Zielprotein von der GST zu lösen. Ist die Spaltung erfolgreich,
15
muss das GST-Tag mittels chromatographischer Methoden vom Zielprotein entfernt werden.
MBP-Tag
Das Maltose-Bindungsprotein (MBP oder MalE) ist ein 42,5 kDa großes Protein und Teil des
Maltose/Maltodextrin-Systems in E. col i [58]. Es wird N-terminal an das Zielprotein fusioniert. Wie
GST kann MBP die Löslichkeit überexprimierter Fusionsproteine in Bakterien verbessern [59]. Die Fu-
sionsproteine können in einer einstuﬁgen Aﬃnitätschromatographie an eine Amylose-Matrix gebunden
werden und werden mit freier Maltose in physiologischen Puﬀern eluiert [58]. MBP-Tag und Zielprotein
müssen anschließend proteolytisch gespalten und voneinander getrennt werden.
Weitere verbreitete Tags
Die Aﬃnitätschromatographie ﬁndet häuﬁg Anwendung in der Antikörperaufreinigung unter Verwen-
dung von Protein A [60] [61] und Protein G [62]. Die meisten monoklonalen Antikörper, die für Dia-
gnostik und Forschung eingesetzt werden und so gut wie alle therapeutischen Antikörper werden mit
Hilfe der Aﬃnitätschromatographie aufgereinigt [63], [64]. Die Elution erfolgt bei basischen pH-Werten
und der Tag wird mittels IgG-Konjugaten nachgewiesen. Der Polyarginin-Tag (Arg-Tag) [65] besteht
aus fünf oder sechs aufeinander folgenden Argininen, die C-terminal an die Aminosäurekette angehängt
werden. Da Arginin die basischste Aminosäure ist, können die rekombinanten Proteine mittels Kationen-
austauschchromatographie von den meisten Verunreinigungen befreit werden und nach der Aufreinigung
kann das Polyarginin mit Caboxypeptidase B entfernt werden [65]. Ein Nachteil des Tags ist die mögliche
C-terminale Veränderung der Tertiärstruktur der Fusionsproteine [66], sowie die schwache Ausbeute an
korrekt gespaltenem Protein [67]. Der Arg-Tag bindet hochaﬃn an Oberﬂächen und gewinnt somit für
Interaktionsstudien mit Liganden an Bedeutung [68]. Der Arg-Tag wird nicht oft verwendet, ist aber in
Kombination mit einem zweiten Tag ein interessantes Tool zur Proteinreinigung [24].
1.2 Die Proteine des Typ IV Sekretionssystems
Bakterien haben viele verschiedene spezialisierte Sekretions- und Konjugationswege für Virulenzfaktoren,
Nährstoﬀe, Nukleinsäuren und Zelloberﬂächenmoleküle entwickelt [69]. Das aus multiplen Untereinhei-
ten bestehende Typ IV Sekretionssystem (T4SS) vermittelt die Translokation von Makromolekülen, wie
Proteinen und Nukleinsäuren, durch die Zellumhüllung gram-negativer und gram-positiver Bakterien
[70] [71]. Meist werden die zu transportierenden Substrate durch direkten Zell-Zell-Kontakt übertragen,
obwohl auch deren Sekretion und Aufnahme aus dem extrazellulären Milieu beschrieben ist [72] [73] [74].
T4SS können basierend auf ihrer Funktion in drei Hauptgruppen unterteilt werden [75]: (1) Konjuga-
tionssyteme, (2) DNA-Sekretions- oder Aufnahmesysteme, (3) Eﬀektor-Translokationssyteme. Konjuga-
tionssysteme vermitteln den Transfer von DNA zu anderen Bakterienzellen [76]. Diese Systeme fördern
die bakterielle Genomplastizität und vermitteln dadurch eine rasche Anpassung an wechselnde Umwelt-
bedingungen. Sie sind auch verantwortlich für die Verbreitung von Resistenzgenen unter den Bakterien
[77]. T4SS, welche die Sekretion oder Aufnahme von DNA vermitteln, tragen ebenfalls zur Vergröße-
rung der Genomvielfalt bei [78]. Eﬀektor-Translokationssyteme übertragen Proteine in Eukaryonten [77].
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Abbildung 1: Modell des A. tume f aciens VirB/D4-T4SS [74]. VirD4 und die VirB-Proteine interagieren
miteinander und bilden einen Sekretionskanal und den extrazellulären T-Pilus um Sub-
strattransfer zu realisieren. IM: Innere Membran; P: Periplasma; OM: Äußere Membran.
Als eines der ersten und am besten untersuchten T4SS gilt das VirB/D4-Sytem des Agrobacterium
tume f aciens [79] [80]. Das Agrobacterium tume f aciens VirB/D4-T4SS wird codiert von den VirB-
und VirD-Operons [81]. Das VirB-Operon codiert die 11 Gene virB1 bis virB11 [79]. Dessen Proteine
realisieren die für den Substrattransfer durch das Periplasma und beide bakteriellen Membranen nöti-
ge Kanalstruktur und auch das extrazelluläre Filament, bezeichnet T-Pilus, welches die Verbindung zur
Empfängerzelle vermittelt [82]. Das VirD-Operon codiert 5 Gene VirD1 bis VirD5, deren Aufgabe haupt-
sächlich die Prozessierung des zu transferierenden Substrates ist [79] [83] [82]. VirB4, VirB11 und VirD4
sind ATPasen, welche auf zytoplasmatischer Seite in der inneren Membran (IM) der Zelle vorliegen [84]
[85] [75] [86]. VirB3, VirB6 und VirB8 bilden einen Proteinkomplex in der IM [87]. Der extrazelluläre
Pilus wird durch VirB2 und VirB5 gebildet [88] [89] und die Proteine VirB7, VirB9 und VirB10 bilden
einen sog. Kernkomplex, welcher die IM und die äußere Membran (OM) der Zelle durchspannt [78] [90].
Zwischen den beiden Proteinen VirB7 und VirB9 wurde eine besonders starke Interaktion nachgewiesen.
Sie bilden einen heterodimeren Komplex, welcher durch Disulﬁdbrücken stabilisiert wird und essentiell
für das T4SS ist [91] [92] [93]. Die Proteinkomponenten und die genetische Organisation des VirB/D4-
Sytems haben große Ähnlichkeiten zu anderen funktionell unterschiedlichen T4SS, was ihre evolutionäre
Beziehung unterstreicht [94].
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1.2.1 TraO und TraN als Bestandteil des bakteriellen T4SS aus dem Plasmid pKM101
Plasmide sind autonom replizierende, meist ringförmige, doppelsträngige DNA-Moleküle, die vor allem
in Bakterien und in Archaeen vorkommen können. Ihre Größe beträgt 1 bis über 1 000 kbp [95]. Plasmide
können viele verschiedene Gene enthalten, die dem Wirtsorganismus einen Selektionsvorteil verschaﬀen.
pKM101 ist ein 35,4 kbp Plasmid, welches nach in vivo Deletion eines Bereiches des Plasmids R46 aus
Salmonella typhimurium isoliert wurde [96] [97] [98]. Im Uhrzeigersinn enthält es folgende Regionen [99]:
(1) das bla-Gen, welches für β-Lactamase codiert; (2) die Slo-Region, verantwortlich für die Verzöge-
rung des Zellwachstums im Minimalmedium; (3) die tra-Gene, die dem Plasmid eine Konjugation, also
den parasexuellen Austausch von Plasmiden zwischen zwei Bakterien ermöglichen; (4) die muc-Gene,
verantwortlich für erhöhte UV- und chemisch induzierte Mutagenese in der Zelle; und (5) die Rep-
Region zur Plasmidreplikation. T4SS, deren Untereinheiten denen der VirB und VirD4 Genprodukte in
Struktur und Anzahl ähneln, werden als Typ IV A Sekretionssysteme bezeichnet [100]. Die tra-Gene
von pKM101 wurden als Homologe des VirB7/D4-systems identiﬁziert [101]. In der Kryoelektronenmi-
kroskopie eines T4SS, welches durch pKM101 codiert wird, konnte gezeigt werden, dass ein 1,05MDa
großer Proteinkomplex die innere und äußere Membran der Bakterienzelle in Form einer zylindrischen
Pore durchspannt [102]. Dieser ringförmige, symmetrische Kernkomplex ist aus jeweils 14 Kopien der
Proteine TraN (VirB7-Homolog), TraO (VirB9-Homolog) und TraF (VirB10-Homolog) aufgebaut und
in Abbildung 2 dargestellt. TraO ist ein 294Aminosäuren langes Protein mit vorwiegend hydrophi-
len Eigenschaften, welches im periplasmatishen Raum und der äußeren Membran lokalisiert ist [87]. Das
386Aminosäuren lange TraF bildet in der äußeren Membran eine einzigartige hydrophobe, doppelhelikale
Transmembranregion und durchspannt die gesamte Bakterienzellwand [103]. TraN und die C-terminalen
Anteile von TraO (TraOCT ) und TraF (TraFCT ) bilden die äußere Schicht des Komplexes und sind in die
äußere Membran eingelagert. TraFCT liegt dabei im Inneren der Pore, während TraOCT und das gesam-
te TraN peripher darum angeordnet sind [103]. Das 48Aminosäuren lange Lipoprotein TraN verankert
TraOCT in der äußeren Membran [102]. Der innere Teil des Kernkomplexes bildet die Transmembrando-
mäne und verankert den Komplex in der inneren Membran, er besteht aus den N-terminalen Bereichen
von TraO und TraF (TraONT und TraFNT ) [87].
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Abbildung 2: Proteinstrukturmodell des in der äußeren Membran vorkommende Teil des T4SS model-
liert mit der PyMOL-Software (PDB: 3ZBI). Ribbon`-Struktur des tetradecamerischen
Komplexes und dessen Lage von oben (links) und seitlich (rechts). TraFCT , TraOCT und
TraN in den Farben grün, blau und orange, in genannter Reihenfolge. Rechts ist außerdem
die Lokalisierung dargestellt.
Wie bereits beschrieben, interagieren TraOCT und TraN speziﬁsch miteinander. Das lösliche TraOCT
(AS 177 - 290) faltet sich in eine immunglobulinartige Sandwich-Struktur aus 9 β-Faltblättern und eine
kurze α-Helix zwischen dem ersten und dem zweiten Faltblatt [104] . Sechs dieser β-Faltblätter (β1 - 3,
β7 - 9) bilden das Gerüst der Sandwich-Struktur, die drei restlichen β-Faltblätter sind auf der gegen-
überliegenden Seite des Proteins eher außen vorgelagert [104]. Wie in Abbildung 3 zu erkennen, windet
sich TraN (AS 17 - 48) um diese Faltblattstruktur und interagiert besonders mit β1, sowie β2, β9 und
einigen Aminosäuren der Linkerregion zwischen β1 und β2 [104]. Die erste identiﬁzierte Interaktion
zwischen TraN und TraOCT ﬁndet zwischen den Kohlenstoﬀatomen von P23, E24 und P25 (TraN) und
M192, V261 und G263 (TraOCT ) statt [104] . Die Aminogruppe von D26 (TraN) bildet eine Wasser-
stoﬀbrückenbindung mit Q189 (TraOCT ), W27 (TraN) füllt den Raum (packs on a shelf comprising)
zwischen G263, R265 und V185 (TraOCT ) [104] . S28, N29 und Y30 bilden eine Kehre im TraN-Peptid
und positionieren so die Amino- und die Hydroxygruppe des Peptidrückgrates von V31, damit diese Was-
serstoﬀbrücken mit den M186 (TraOCT ) eingehen [104] . P32 (TraN) positioniert V33 (TraN) so, dass
dessen Seitenkette tief in eine hydrophobe Tasche zwischen den Faltblättern β1 und β2 von TraOCT
und den Aminosäuren Y184, M186 und V200 eingefügt wird [104] . Im HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Correlation) Spektrum wurde außerdem festgestellt, dass die Seitenkette von N34 (TraN) eine
Wasserstoﬀbrücke bildet, welche allerdings keiner TraOCT -Aminosäure zugeortdnet werden konnte [104] .
In einem Sequenzalignment wurde gezeigt, dass das TraN-Motiv P-V-N-K ein hochkonserviertes Motiv
in den Homologen des T4SS ist [104] .
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Abbildung 3: Proteinstrukturmodelle der beschriebenen TraOCT/TraN-Interaktion aus verschiedenen
Perspektiven modelliert mit der PyMOL-Software. Das TraOCT ist blau dargestellt. TraN
ist dargestellt als Stäbchenmodell mit gelben Kohlenstoﬀatomen, blauen Stickstoﬀatomen
und roten Sauerstoﬀatomen.
Abbildung 4: Strukturmodelle der beschriebenen TraOCT/TraN-Interaktion aus verschiedenen Perspek-
tiven [104]. TraN ist dargestellt als Stäbchenmodell mit gelben Kohlenstoﬀatomen, blauen
Stickstoﬀatomen und roten Sauerstoﬀatomen. Die β-Faltblätter des TraOCT sind unter-
schiedlich farbig hervorgehoben. Die interagierenden Aminosäuren sind markiert.
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1.3 Zielstellung
Durch den wachsenden Einsatz hochreiner rekombinanter Proteine in Forschung und Therapie und das
Interesse an Interaktionsstudien am lebenden Organismus hat die Produktion, Separation und Identiﬁka-
tion von Makromolekülen deutlich an Bedeutung gewonnen. Die einfachsten dieser biologischen Faktoren
können in gentechnisch veränderten Organismen exprimiert und unkompliziert isoliert werden. Mit er-
höhter Komplexität der Moleküle steigt oft die Anforderung an das Expressionssystem und die folgende
Aufreinigungsprozedur. Durch die Fusion mit einer Auswahl unterschiedlicher Peptide oder Proteine
können dem Zielproteinen einerseits zwar zweckdienliche Eigenschaften verliehen werden, andererseits
haben diese meist einen negativen Eﬀekt während einer anderen Phase des Produktionsprozesses. Da
für einige sehr interessante und kommerziell verwertbare Produkte bisher keine Präparationsprotokol-
le erstellt werden konnten, sollte eine neue, möglichst speziﬁsche, eﬀektive, übertragbare, ﬂexible und
kostengünstige Methode zur Markierung und Isolierung von Makromolekülen etabliert werden. Die Wech-
selwirkung des TraO-Proteins mit dem TraN-Peptid wurde bisher ausschließlich im Zusammenhang mit
dem Aufbau des Typ 4 Sekretionssystems beschrieben und gilt als einzigartig und besonders aﬃn. Bei
der Entwicklung einer neuartigen Methode zur Proteinmarkierung mussten zunächst die Interaktion und
die ihr zugrunde liegenden, biospeziﬁschen Partner TraO und TraN analysiert, sowie gleichzeitig anwen-
dungsspeziﬁsche Optimierungen vorgenommen, werden. Die rekombinante Herstellung der verwendeten
Derivate und ihre Charakterisierung hatten dabei Priorität. Diese bildeten eine Grundlage für den Einsatz
des TraO/TraN-Tag-System in diversen Applikation. Neben der Herstellung biologisch aktiver Zytokine
sollte die Möglichkeit eines Gebrauchs in weiteren biotechnologisch und biochemisch relevanten Anwen-
dungen untersucht werden. Mit dieser Arbeit sollte die Basis für ein Proteinlabel geschaﬀen werden,
welches möglichst viele positive Eigenschaften vereinigt und ﬂexible Anwendungsmöglichkeiten bietet.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Bakterienstämme und Medien
Für Klonierungsarbeiten und zur Plasmidampliﬁkation wurde der Escherichia col i (E. col i)-Stamm
Top10 (Novagen) verwendet. Die Expression rekombinanter Proteine erfolgte im E. col i-Stamm
BL21(DE3) von New England Biolabs (NEB). Für die Kultivierung von allen Bakterienstämmen wurde
LB-Vollmedium (1,0% Trypton 0,5% Hefeextrakt 1,0% NaCl in aq. dest. pH 7,5) verwendet. Für die
Herstellung von Agar-Platten wurde dem LB-Medium 1,5% Agar zugefügt. Alle Medien wurden vor
Verwendung bei 121 ◦C für 20min autoklaviert. Für Selektivmedien wurde dem LB-Medium bzw. der
noch warmen LB-Agar-Lösung 100 µg/ml Ampicillin zugegeben.
2.1.2 Eukaryotische Zellen und Medien
Für die Herstellung von löslicher Rezeptoren und die Oberﬂächenexpression von Proteinen wurden ad-
härent wachsende, humane embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney), die das SV40 large
T-Antigen exprimieren (HEK293T-Zellen, GE Healthcare) verwendet. Die Kultivierung erfolgte in 90%
DMEM, welchem 10% FKS und 0,1 g/l Gentamycin zugesetzt wurden (DFG-Medium). Für den Repro-
tergenassy wurden Ba/F3-Zellen verwendet, die Kultivierung erfolgte in 90% RPMI 1640, welchem 10%
FKS, 0,1 g/l Gentamycin (RFG-Medium) sowie 10ng/ml mIL-3 zugesetzt wurde.
2.1.3 Plasmide
Basisvektor für die Klonierung und Expression von Rezeptoren war das Konstukt pcDNA3.1 (Invitrogen).
Die rekombinante Expression von Zytokinen erfolgte in dem Expressionskonstrukt pRSET-5b (Invitro-
gen). Die Klonierung von Reportergenkonstrukten erfolgte mit dem Basisvektor pGL4.26-luc (Firma
Promega). Die Plasmide peGFP-N1, mTFP-N1 und pKM101 wurden von der Universität Jena, Institut
für Biachemie 2 zur Verfügung gestellt. Die Plasmidkarten für diese Vektoren sind in Plasmide (Anhang,
Seite 122), in den Abbildungen 52 - 56 aufgeführt.
2.1.4 Primer
Die für die Klonierungen verwendeten Oligonukteotide (Primer) sind in den Tabellen 13 und 14 (Anhang,
Kapitel 6.3, Seite 125 und 126) dargestellt. Alle Primer wurden von der Firma Euroﬁns MWG Operon
bezogen. Die Sequenz der Primer ist immer in 5'-3'-Richtung angegeben, unterstrichen sind die Er-
kennungsstellen für Restriktionsenzyme. Abkürzungen: rev - reverse-Primer, fwd - forward-Primer. Die
GenBank-Zugangsnummern der Referenzsequenzen für das Primerdesign sind in Tabelle 17 (Anhang,
Seite 129) dargestellt.
2.1.5 Restriktionsendonukleasen
Als Restriktionsendonukleasen wurden diverse Fast Digest-Enzyme (Thermo Fisher Scientiﬁc) durchge-
führt, diese sind in Tabelle 15 (Anhang, Seite 127) dargestellt.
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2.1.6 Antikörper
Die in dieser Arbeit eingesetzten Primär- und Sekundärantikörper sind:
⇒ rabbit-anti-mouse-FITC (Immunotools GmbH)
⇒ anti-P5D4-mAb (Institut für Biochemie 2, FSU Jena)
2.1.7 Zytokine
Die in dieser Arbeit eingesetzten Zytokine sind:
⇒ hTSLP (interne Produktion, Invigate GmbH)
⇒ mM-CSF (interne Produktion, Invigate GmbH)
⇒ hTNF-α (interne Produktion, Invigate GmbH)
2.1.8 TraN-Peptid
Das zur Elution verwendete TraN-Peptid wurde an der TU Darmstadt, AG Kolmar mit folgender Sequenz
synthetisiert:
⇒ N-PEPDWSNTVPVNKTIP-C
2.1.9 Chemikalien / Feinchemikalien / Kits
3-(N-Morpholino)propansulfonsäure (MOPS) Carl Roth GmbH & Co
5-Sulfosalicylsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH
6×DNA Probenpuﬀer Thermo Fisher Scientiﬁc
20% SDS Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Aﬃgel 10 Biorad
Agarose Seakam Lonza
Agar Kobe I Carl Roth GmbH & Co
Ampicillin-Natriumsalz Carl Roth GmbH & Co.
Ammoniumperoxidsulfat (APS) Carl Roth GmbH & Co.
Bacillol AF BODE Chemie GmbH
β-mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co.
Bromophenolblau Carl Roth GmbH & Co.
Calciumchlorid (CaCl2) Carl Roth GmbH & Co.
Cell Titer Glo® Promega
Dialysierschläuche (MWCO 14 000 kDa) Carl Roth GmbH & Co.
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
(Na2HPO4 x 2H2O) Carl Roth GmbH & Co.
DMEM Merck KGaA
DMSO Carl Roth GmbH & Co.
DNA-Marker Generuler 1 kb Plus Thermo Fisher Scientiﬁc
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dNTPs Thermo Fisher Scientiﬁc
DreamTaq Green Mastermix Thermo Fisher Scientiﬁc
ECL-Kit Perkin Elmer Life Sciences
ε-Aminocapronsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Essigsäure Carl Roth GmbH & Co.
Ethanol (reinst) Carl Roth GmbH & Co.
Ethanolamin Carl Roth GmbH & Co.
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Carl Roth GmbH & Co.
EZ-Link Plus Activated Peroxidase Thermo Fisher Scientiﬁc
Faktor Xa-Protease Qiagen
Ficoll Biocoll Biochrom
FKS PAA Laboratories GmbH
Gentamycin Gibco BRL
GelRed Biotium
Glycerin Carl Roth GmbH & Co.
Glycin Carl Roth GmbH & Co.
Größenstandard 1 kB Plus Thermo Fisher Scientiﬁc
Guanidinhydrochlorid Carl Roth GmbH & Co.
HiTrap NHS-Activated HP GE Healthcare
Imidazol Carl Roth GmbH & Co
Injektionswasser Braun
2-Propanol Carl Roth GmbH & Co
Kaliumacetat (KOAc) Carl Roth GmbH & Co.
Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth GmbH & Co.
Kaliumhydroxid (KOH) Carl Roth GmbH & Co.
L-Arginin Carl Roth GmbH & Co.
L-Valin Carl Roth GmbH & Co.
Lumi-Light ECL Substrate Roche Diagnostics GmbH
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
(MgCl2× 6H2O) Carl Roth GmbH & Co.
Mangan(II)-chlorid-Tetrahydrat
(MnCl2× 4H2O) Carl Roth GmbH & Co.
Methanol Carl Roth GmbH & Co.
Milchpulver Carl Roth GmbH & Co.
Natriumacetat Carl Roth GmbH & Co.
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth GmbH & Co.
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
(NaH2PO4× 2H2O) Carl Roth GmbH & Co.
Natriumhydroxid (NaOH) Carl Roth GmbH & Co.
Natriumsuccinat Carl Roth GmbH & Co.
Nonidet P40 (NP-40) Serva Electrophoresis GmbH
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PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientiﬁc
Pierce Unstained Protein MW Marker Thermo Fisher Scientiﬁc
Phusion-Polymerase Thermo Fisher Scientiﬁc
Ponceau S Carl Roth GmbH & Co.
Restriktionenzyme Fast Digest® Thermo Fisher Scientiﬁc
RNaseA Carl Roth GmbH & Co.
Roti®-Mount FluorCare DAPI Carl Roth GmbH & Co.
Rotiphorese® Carl Roth GmbH & Co.
NF-Acrylamid/Bis-Lösung 40% (29 : 1) Carl Roth GmbH & Co.
RPMI 1640 w Glutamine Sigma
Rubidiumchlorid (RbCl2) Carl Roth GmbH & Co.
Salzsäure (HCl) Carl Roth GmbH & Co.
Sepharose (Q- / CM-) Fastﬂow GE Healthcare
Sterillium BODE Chemie GmbH
T4-Ligase Thermo Fisher Scientiﬁc
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Carl Roth GmbH & Co.
Trichloressigsäure (TCA) Carl Roth GmbH & Co.
Tris Carl Roth GmbH & Co.
Trypanblau Merck KGaA
Trypsin-EDTA (1 x) Biochrom
Tween-20 Carl Roth GmbH & Co.
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2.1.10 Geräte und Materialien
SDS-PAGE-Elektrophorese-Kammer MINI-Vertikal Standard(Carl Roth GmbH)
Schüttelinkubator CERTOMAT® IS (Sartorius)
Schüttelinkubator CERTOMAT® BS-1 (Sartorius)
Homogenisator Panda Plus (GEA Niro Soavi)
Sterilwerkbank NUAIRE (IBS Integra Biosciences)
CO2-Inkubator NUAIRE (IBS Integra Biosciences)
Pipettierhelfer accu-jet® pro (Brand)
Mikroliter-Pipetten Transferpette® S (Brand)
Tischzentrifuge Centrifuge 5415R (Eppendorf)
Mikroskop IT 400 (VWR)
Zählkammer Neubauer improved
FACS Gerät Cube8 (Partec)
Photometer BIOPHOTOMETER (Eppendorf)
Zentrifuge Rotina 420R (Hettich)
Tischwaage TE412 (Satorius)
Feinwaage CPA224S (Satorius)
Heizblock/Schüttler TurboShaker 3 500i (scienova GmbH)
Freezer (−80 ◦C) Sanyo
Freezer (−20 ◦C) Liebherr
Kühlschrank Liebherr
Semi-Dry-Blotter PEGASUS (Phase)
Blaulichttisch/Geldokumentation Gel LED Slider (Intas)
Agarosegelelektrophorese-Kammer MIDI 1 (Roth GmbH )
Amaxa-Nukleofektor I AMAXA GmbH, jetzt LONZA
WB Detektor G-Box Syngene (VWR)
PCR-Thermocycler peqSTAR 96X Universal (Peqlab)
Chromatographie-Anlage Äkta Avant (GE Healthcare)
pH-Meter S220 SevenCompact (Mettler Toledo)
Vortex-2 Genie Scientiﬁc Industries
Kulturgefäße Greiner BioOne
Kulturﬂaschen für Suspensionskulturen Greiner BioOne
6-, 12-, 96-Well-Platten Greiner BioOne
Reaktionsgefäße, steril: 15ml, 50ml Greiner BioOne
Reaktionsgefäße: 0,5ml, 1,5ml, 2ml Carl Roth GmbH & Co.
Pipettenspitzen: 10 µl, 200 µl, 1000 µl Greiner BioOne
Einwegpipetten: 5ml, 10ml Greiner BioOne
Rollerﬂaschen Greiner BioOne
Luminometer GloMax® 96 Microplate Luminometer (Promega)
Fluoreszenzmikroskop Apotome (Zeiss)
Plattenlesegerät POLARstar Omega (BMG Labtech)
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2.1.11 Puﬀer und Lösungen
Allgemein
TE-Puﬀer: 50mM Tris
1mM EDTA
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
TAE-Puﬀer: 40mM Tris
0,114% Essigsäure
1mM EDTA
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
NaPOpH8,0-Puﬀer: 21,3mM Na2HPO4× 2H2O
2,5mM NaH2PO4× 2H2O
bei 4 ◦C lagern
NaPOpH6,0-Puﬀer: 5,6mM Na2HPO4× 2H2O
20,5mM NaH2PO4× 2H2O
bei 4 ◦C lagern
PBS: 137mM NaCl
2,7mM KCl
8,1mM Na2HPO4× 2H2O
1,4mM KH2PO4
bei RT lagern
PBS-T: 137mM NaCl
2,7mM KCl
8,1mM Na2HPO4× 2H2O
1,4mM KH2PO4
0,05% Tween-20
bei RT lagern
Standard-Rückfaltungs-Puﬀer : 50mM Tris
1mM EDTA
500mM L-Arginin
0,4mM Glutathion oxidiert
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2mM Glutathion reduziert
1mM EDTA
mit HCl pH8,0 einstellen
bei RT lagern
Transfektionsreagenz V: 90mM NaH2PO4× 2H2O
90mM Na2HPO4× 2H2O
10mM MgCl2× 6H2O
5mM KCl
10mM Natriumsuccinat
mit HCl/NaOH pH7,2 einstellen
bei 4 ◦C lagern, am besten frisch ansetzen
Faktor Xa-Puﬀer: 20mM Tris
50mM NaCl
1mM CaCl2
mit HCl pH6,5 einstellen
bei 4 ◦C lagern
Hitrap-Puﬀer A: 500mM Ethanolamin
500mM NaCl
mit HCl pH8,3 einstellen
bei 4 ◦C lagern
Hitrap-Puﬀer B: 100mM Natriumacetat
500mM NaCl
mit Essigsäure pH4,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
EZ-Link-Conjugation Buﬀer, 100mM NaHCO3
0,9% NaCl
mit NaOH pH9,5 einstellen
bei 4 ◦C lagern
Herstellung kompetenter E. col i-Zellen
Tfb I: 30mM KOAc
50mM MnCl2× 4H2O
100mM RbCl2
100mM CaCl2× 2H2O
15%Glycerin
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mit Essigsäure pH5,8 einstellen, sterilﬁltrieren
bei −20 ◦C lagern
Tfb II: 10mM MOPS
75mM CaC12× 2H2O
10mM RbCl2
15% Glycerin
mit KOH pH6,5 einstellen, sterilﬁlitrieren
bei −20 ◦C lagern
Isolierung von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse und 2-Propanol-Fällung
ResuspensionspuﬀerP1: 50mM Tris
10mM EDTA
100 µg/ml RNaseA
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
alkalischer LysepuﬀerP2: 200mM NaOH
1% SDS (w/v)
bei RT lagern
NeutralisationspuﬀerP3: 3M KOAc
mit Essigsäure pH5,5 einstellen
bei RT lagern
SDS-Polyacrylamidgelektrophorese
Trenngelpuﬀer (TGP): 2M Tris
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
Sammelgelpuﬀer (SGP): 2M Tris
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
5 × PPP (Proteinprobenpuﬀer): 250mM Tris
10% SDS (w/v)
30% Glycerol
5% β-mercaptoethanol
0,02% Bromophenolblau
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mit HCl pH6,8 einstellen
bei 4 ◦C lagern
Trenngelpuﬀer (TGP): 2M Tris
mit HCl pH8,0 einstellen
bei RT lagern
Sammelgelpuﬀer (SGP)): 2M Tris
mit HCl pH6,8 einstellen
bei RT lagern
Elektrodenpuﬀer: 25mM Tris
192mM Glycin
0,15% SDS (w/v)
bei RT lagern
Coomassie-Färbelösung: 45ml Ethanol (vergällt)
45ml H2O
10ml Essigsäure
250mg Coomassie R250
bei RT lagern
Western-Blot
Kathodenpuﬀer: 25mM Tris
40mM ε-Aminocapronsäure
20% Methanol
bei RT lagern
Anodenpuﬀer: 300mM Tris
20% Methanol
bei RT lagern
Ponceau-Rot: 0,260mM Ponceau S
185mM Trichloressigsäure (TCA)
11,8mM Sulfosalicylsäure
bei RT lagern
NET-G-Puﬀer: 50mM Tris
150mM NaCl
5mM EDTA
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0,05% Triton X-100
0,25% Gelatine
mit HCl pH7,4 einstellen
bei RT lagern
TBS-T-Puﬀer: 50mM Tris
150mM NaCl
0,05% Tween 20
mit HCl pH7,5 einstellen
bei RT lagern
IMAC-Puﬀer
IMAC-PuﬀerA: 25mM NaH2PO4× 2H2O
250mM NaCl
mit NaOH pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
IMAC-PuﬀerB: 25mM NaH2PO4× 2H2O
250mM NaCl
1M Imidazol
mit NaOH pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
Puﬀer zur Kopplung von Protein an eine Agarosematrix
Kopplungspuﬀer: 20mM MOPS
mit HCl pH7,5 einstellen
bei 4 ◦C lagern
Stopp-Puﬀer: 0,5M Tris
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
TraN-Elutionspuﬀer
Arginin /Valin-Puﬀer 0,5M Arginin
0,5M Valin
50mM Tris
1mM EDTA
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mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦Clagern
Arginin / 2-Propanol-Puﬀer 0,5M Arginin
20% (v/v) 2-Propanol
50mM Tris
1mM EDTA
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
TraNshort-Peptid-Puﬀer 50mM Tris
1mM EDTA
mit HCl pH8,0 einstellen
1mg/ml Peptid
bei 4 ◦C lagern
Glycin-Puﬀer 50mM Glycin
mit HCl pH2,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
NaCl-Puﬀer 50mM Tris
1mM EDTA
500mM NaCl
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
2-Propanol-Puﬀer 20% (v/v) 2-Propanol
50mM Tris
1mM EDTA
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
Arginin / 5%2-Propanol-Puﬀer 0,5M Arginin
5% (v/v) 2-Propanol
50mM Tris
1mM EDTA
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
5%2-Propanol-Puﬀer 5% (v/v) 2-Propanol
50mM Tris
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1mM EDTA
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
Arginin /Ethanol-Puﬀer 0,5M Arginin
20% (v/v) Ethanol
50mM Tris
1mM EDTA
mit HCl pH8,0 einstellen
bei 4 ◦C lagern
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2.2 Mikrobiologische Methoden
2.2.1 Kultivierung von Bakterien
Die E. col i-Kulturen wurden unter ausreichender Belüftung bei 37 ◦C in LB-Vollmedium angezogen. Be-
stand eine Plasmid-vermittelte Ampicillinresistenz, so wurden die Medien mit Ampicillin in einer End-
konzentration von 100 µg/ml supplimiert. Die Inkubation erfolgte jeweils unter Schütteln bei 180 rpm.
Beimpft wurden die Medien durch Übertragung von Einzelkolonien von Nährbodenplatten oder von
Aliquots entsprechender Vorkulturen. Für eine Vorkultur wurden 3ml LB-Ampicillin-Medium im Rea-
genzglas mit einer Bakterienkolonie beimpft und bei 37 ◦C über Nacht (ü.N.) schüttelnd inkubiert.
2.2.2 Bestimmung der Zelldichte von Bakterienkulturen
Die Zelldichte der Bakterienkulturen wurde durch das Messen der optischen Dichte (OD600) bei einer
Wellenlänge von 600nm im Photometer bestimmt. Dazu wurden die Kulturen bis zu einer maximalen
Zelldichte OD600=1 entsprechend mit LB-Vollmedium verdünnt.
2.2.3 Herstellung chemisch kompetenter E. col i-Zellen
Chemisch kompetenter E. col i-Zellen wurden mittels Rubidiumchlorid hergestellt [105]. Ein 200ml-
Kolben mit 50ml LB-Vollmedium wurde mit 100 µl einer E. col i Vorkultur inokuliert, welche am Tag
zuvor angesetzt wurde (5ml-Vorkultur). Die Bakterienkultur wurde bei 37 ◦C und 180 rpm bis zu einer
OD600 von 0,4 bis 0,5 angezogen. Anschließend wurde die Kultur auf 50ml-Reaktionsgefäße aufgeteilt
und 10min auf Eis inkubiert. In dieser Zeit wurde die Zentrifuge vorgekühlt und die Kulturen anschlie-
ßend für 10min bei 4 ◦C und 4 700× g zentrifugiert. Die Pellets wurden in je 6,25ml eiskaltem Tfb I
vorsichtig aufgenommen, vereinigt und 30min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (4 ◦C,
10min, 4 700× g) wurden die Pellets in 3ml eiskaltem Tfb II vereinigt, in vorgekühlten 1,5ml Tubes zu
je 100 µl aliquotiert, eingefroren und bei −80 ◦C bis zur Verwendung gelagert.
2.2.4 Transformation von kompetenten E. col i-Zellen
Die Transformation von Plasmiden zum Zwecke ihrer Ampliﬁkation erfolgte in chemokompetenten
E. col i-Zellen. 100 µl Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut und 1µg Plasmid-DNA oder 10µl Li-
gationsansatz dazugegeben. Nach 20minütiger Inkubation des Ansatzes auf Eis wurde dieser für 90 s
einem Hitzeschock im 42 ◦C warmen Heizblock ausgesetzt. Nach weiteren 5min auf Eis erfolgte die Zu-
gabe von 500ml LB-Medium und die Inkubation der Suspension für 45min im Rotationsschüttler bei
37 ◦C, dabei wurde das auf dem Plasmid zur Selektion beﬁndliche Resistenzgen exprimiert. Die Zellsus-
pension wurde im Anschluss 3min bei 4 700× g zentrifugiert, der Überstand entfernt und das Pellet in
10 µl LB-Medium resuspendiert. Danach wurde die Zellsuspension auf antibiotikahaltige LB-Agarplatten
(100 µg/ml Ampicillin) ausgestrichen und bei 37 ◦C ü.N. inkubiert.
2.2.5 Herstellung rekombinanter Proteine in E. col i-Zellen
Zur Expression der Zielproteine in E. col i wurde der Stamm BL21(DE3) verwendet. Das in den Vek-
tor pRSET-5b (2.1.3) eingebrachte Gen des Zielproteins steht unter der Kontrolle eines lac-Promotors,
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der die gezielte Transkription eingefügter Sequenzen durch die Zugabe des Galaktoseanalogons Isopro-
pylthiogalaktopyranosid (IPTG) erlaubt. IPTG ist ein nicht metabolisierbarer Induktor, der an den
Repressor bindet und die Transkription der lac-Strukturgene und des eingeführten Inserts ermöglicht.
Die Plasmide für die Expression prokaryontischer Gene wurden wie beschrieben (2.2.4) in die kompe-
tenten Zellen transformiert. Am nächsten Morgen wurden Einzelkolonien von den Agarplatten angeimpft
und deren Expression getestet. Ein positiver Klon wurde in 800ml LB-Kolben überführt und bei 37 ◦C
und 180 rpm schüttelnd inkubiert. Bei OD600=0,5 wurde die Kultur mit 1mM IPTG induziert. Nach
3 h wurde die Kultur in 600ml Zentrifugenbecher umgefüllt und die Bakterien bei 4 700× g zentrifu-
giert. Der Überstand wurde verworfen, das Bakterienpellet in 400ml TE-Puﬀer resuspendiert und bei
1 000 bar im Homogenisator aufgeschlossen. Bei der anschließenden 10min Zentrifugation bei 12 000× g
wurde die Suspension in Zelllysat (ZL) und bakterielle Einschlusskörper (Inclusion Bodies, IB) getrennt.
Sofern nötig wurde die Masse der IB bestimmt bzw. das ZL Zur Überprüfung der Expression und zur
Lokalisation des Zielproteins wurden Proben in der SDS-PAGE analysiert. Für das ZL wurden nach
der Homogenisierung 20 µl Überstand verwendet, für die IB-Analyse wurden 20µl der rückgefaltenen
Proteinlösung aufgetrennt und für eine Analyse der Gesamtkultur wurde ein deﬁnierte Volumen der an
Schüttelkultur bei 16 000× g abgefugt und das Pellet in 20 µl H2O aufgenommen, mit 5×PPP versetzt
und in der SDS-PAGE aufgetrennt. Das Volumen errechnet sich nach folgender Formel:
V = 150µl/OD600 (1)
V = Volumen Schüttelkultur für eine SDS-PAGE-Probe
OD600 = optische Dichte bei 600 nm
2.2.6 Rückfaltung rekombinanter Proteine aus Inclusion Bodies
In IB vorhandene Zielproteine wurden zunächst solubilisiert und denauriert. Dafür wurde das chaotrope
Reagenz Guanidinhydrochlorid verwendet [106] [107]. Ein Gramm IB wurden entsprechend in 20ml
6M Guanidinhydrochlorid gelöst. Die denaturierte Proteinlösung wurde durch Zugabe des 100-fachen
Volumen eiskaltem Puﬀer (NaPOpH6,0-Puﬀer bzw. Standard-Rückfaltungs-Puﬀer) verdünnt. Dadurch
faltet sich das Protein spontan zurück. Nach 3 h wurden die Proben, falls nötig, dialysiert, ggf. anfallende
Aggregate durch Zentrifugation (12 000× g, 10min) und Filtration (3µm) abgetrennt und das Protein
mittels Ionenaustauschchromatographie gereinigt.
2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA durch alkalische Lyse und 2-Propanol-Fällung
Für die Isolierung von Plasmiden wurden die Zellen durch alkalische Lyse in Gegenwart von SDS
aufgeschlossen [108]. Aus den transformierten, auf Agarplatten ausgesäten E. col i wurde je eine 2ml-
Einzelkolonien in einer 24-Well-Platte angesetzt. Nach ca. 6 h wurden 1,5ml in ein Reaktionsgefäß über-
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führt und bei 16 000× g zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das Pellet in 150 µl Resuspen-
sionspuﬀerP1 aufgenommen. Anschließend wurden 150 µl alkalischer LysepuﬀerP2 zugegeben. Danach
erfolgte die Zugabe von 150 µl NeutralisationspuﬀerP3, dabei fallen Lipide, Proteine und chromosomale
DNA als unlöslicher Komplex aus. Aus dem Überstand der folgenden Zentrifugation bei 16 000× g kann
die präzipitierte Plasmid-DNA durch Zugabe von 400 µl 2-Propanol gewonnen und durch erneute Zen-
trifugation bei 16 000× g isoliert werden. Das Sediment wurde anschließend zur Entfernung mitgefällter
Salze in 70%-igem Ethanol (v/v) gewaschen. Abschließend erfolgte die Trocknung der DNA-Pellets bei
60 ◦C und die Aufnahme der DNA in aq. dest.
2.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
Aufgrund von pi-Elektronen der konjugierten Doppelbindungen in den Basen der Nukleinsäuren ab-
sorbieren DNA und RNA ultraviolettes Licht mit einer Maximalabsorption bei etwa 257nm. Mit der
UV-Absorptionsspektroskopie konnte die Nukleinsäurekonzentration einer Lösung und deren Reinheit
bestimmt werden. Der Quotient der Absorption bei 260 und 280nm kann als Maß für die Reinheit der
Lösung herangezogen werden, da die aromatischen Aminosäuren der Proteine ein Absorptionsmaximum
bei 280nm haben. Für reine DNA-Lösungen erhält man Werte um 1,8 und für RNA-Lösungen um 2,0.
Die Absorption (A) von monochromatischem Licht durch eine gelöste und genügend verdünnte Substanz
wird durch das Lambert-Beersche Gesetz beschrieben:
A= l g(
I0
I
) = " ∗ c ∗ d (2)
I0 = Intensität des eingestrahlten Lichtes
I = Intensität des die Probe verlassenden Lichtstrahls
" = molarer Extinktionskoeﬃzient [cm2/mmol]
c = Konzentration der Probe
d = Schichtdicke der Probe
Als I0 wurde die nicht absorbierte Lichtintensität einer Referenzküvette in Wasser ohne die zu messende
Probe genommen. Die Absorption bei 260nm dient als Grundlage für die Konzentrationsberechnung, wo-
bei für einzelsträngige DNA eine Absorptionseinheit bei 260nm einer Konzentration von etwa 33 µg/ml
entspricht. Für RNA beträgt dieser Wert etwa 40 µg/ml und für doppelsträngige DNA etwa 50 µg/ml.
2.3.3 Isolierung von RNA aus primären Zellen und Zelllinien
Die Isolierung von RNA aus primären Zellen oder Zelllinien wurde stets mit dem RNeasy Mini-Kit Plus
der Firma Qiagen durchgeführt. Dazu wurden primäre Zellen oder Zelllinien auf 6-Well-Platten ausgesät,
bei einer Zelldichte von ca. 1× 106 Zellen pro Well stimuliert und anschließend durch Zugabe von 350µl
Lysepuﬀer direkt in den Wells lysiert. Die Aufarbeitung der RNA erfolgte dann nach Herstellerprotokoll.
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2.3.4 Synthese von cDNA
Die Synthese von cDNA erfolge grundsätzlich direkt nach der RNA-Isolierung, wobei alle verwendeten
Komponenten von der Firma Thermo Fisher Scientiﬁc bezogen wurden. Das von empfohlene Protokoll
wurde abgeändert und wie folgt angewendet:
Tabelle 1: RNA-Primer-Mischung
Komponenten Volumen Endkonzentration
RNA je nach Konzentration 2 µg je Reaktionsansatz
Oligo(dT)18 Primer (100 µM) 0,5 µl 2,5µM
Random-Hexamer Primer (100 µM) 0,5 µl 2,5µM
ddH2O ad 11 µl
Der Ansatz wurde fur 5min bei 70 ◦C inkubiert, anschließend fur 5min auf Eis gekühlt und dann 9µl
Mastermix zugesetzt. Der Ansatz wurde 5min bei RT, dann für 10min bei 37 ◦C und anschliesend fur
60min bei 42 ◦C inkubiert. Danach wurde der Ansatz zur Inaktivierung vorhandener DNAsen für 10min
bei 65 ◦C inkubiert, 1 µl der Probe als Kontrolle auf einem 1% Agarosegel analysiert und die verbleibende
Probe bei −20 ◦C gelagert.
Tabelle 2: Mastermix reverse Transkription
Komponenten Volumen Endkonzentration
Reverse Transkriptase Puﬀer (5×) 4 µl 1×
dNTPs (10mM) 1 µl 0,5mM
RiboLock RNAse-Inhibitor (40U /µl) 0,5 µl 20U
Reverse Transkriptase H-Minus (200U/ µl) 0,5 µl 200U
ddH2O ad 9 µl Gesamtvolumen 20 µl
2.3.5 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion(PCR) [109] [110] wird zur Ampliﬁzierung von DNA-Fragmenten verwen-
det. Die präparative PCR wird zur Ampliﬁkation und Klonierung von DNA-Fragmenten durchgeführt.
Diese können anschließend in Plasmide oder andere DNA-Fragmente eingebaut werden. Durch speziﬁ-
sches Primerdesign können die zu klonierenden Bereiche deﬁniert werden und durch Einbringen von geeig-
neten Schnittstellen mit Plasmiden verknüpft werden (2.1.4). Aufgrund ihrer 50-fach höheren Genauigkeit
bei der Replikation gegenüber der Taq-Polymerase wurde dafür ausschließlich die Phusion-II-Hot-Start-
DNA-Polymerase der Firma Finnzymes bzw. Thermo Fisher Scientiﬁc verwendet. Die Verwendung er-
folgte nach Herstellerprotokoll. Der PCR-Ansatz wurde wie in Tabelle 3 aufgelistet zusammengestellt.
Zum Einbringen einer Mutation an einer bestimmten Stelle in der Proteinsequenz wurde die Basense-
quenz an der entsprechenden Stelle in der Plasmid-DNA so verändert, dass ein Aminosäure-Austausch
erfolgt (site-directed-mutagenesis PCR). Am N-terminalen oder C-terminalen Ende der Basensequenz
kann dieser einfach durch Änderung der Basen im verwendeten forward- (fwd) oder reverse-Primer (rev)
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realisiert werden. Beﬁndet sich die zu mutierende Region im mittleren Bereich der Sequenz, werden zu-
sätzlich zu den forward- und reverse-Primern der Volllängenmatrize zwei weitere Primer benötigt. Diese
besitzen die Sequenz der Zielsequenz und binden als forward-oder reverse-Primer im Bereich der Muta-
tion. Es wurden zwei PCR durchgeführt. Im ersten Schritt, bei der die wildtypische DNA-Sequenz als
Template verwendet wurde, wurden zwei PCR-Produkte ampliﬁziert, sie bestehen aus dem N-terminalen
Bereich des Proteins bis zur eingebauten Mutation, bzw. aus dem C-terminalen Bereich des Proteins ab
der Mutation. Beide Fragmente wurden aufgereinigt und im zweiten PCR-Schritt als Template unter
Verwendung des forward- und reverse-Primers verknüpft. Es entstand die vollständige mutierte DNA-
Sequenz als PCR-Produkt, welches über Restriktion in ein Plasmid eingebaut wurde. Zur Analyse von
Klonierungsprodukten wurde der DreamTaq Master Mix (Thermo Fisher Scientiﬁc) verwendet. Diese
Variante der PCR wird verwendet, um Bakterienklone dahingehend zu überprüfen, ob das aufgenom-
mene Plasmid die gewünschte DNA-Sequenz durch Ligation erfolgreich eingebaut hat. Die einzelnen
Bakterienkolonien wurden dazu zunächst von einer Agarplatte gepickt und in 24-Well-Platten in 2ml
LB-Medium mit Antibiotika für ca. 3 h bei 37 ◦C inkubiert. Als DNA-Matrize wurde 1µl Bakterienkul-
tur zugegeben. Als Positivkontrolle wurde cDNA oder DNA, welche das nachzuweisende Insert enthält,
verwendet. Der PCR-Ansatz wurde wie in Tabelle 4 aufgelistet zusammengestellt. Alle PCR-Reaktionen
wurden ähnlich dem in Tabelle 5 dargestellten Ablauf durchgeführt.
Tabelle 3: Standardansatz präparative PCR
PCR-Ansatz Menge Konzentration
DNA-Matrize 50ng 1ng/µl
Phusion-Polymerase 0,5 µl (2U) 0,02U/µl
dNTP's 1µl (10mM) 0,02mM
Phusion-Buﬀer 10 µl (5×) 1×
Primer fwd 1µl (10µM) 0,2 µM
Primer rev 1µl (10µM) 0,2 µM
ddH2O ad 50µl
Tabelle 4: Standardansatz Kolonie-PCR
PCR-Ansatz Menge Konzentration
DNA-Matrize 1 µl
DreamTaq Master Mix 5 µl (2×) 1×
Primer fwd 0,2 µl (10 µM) 0,2µM
Primer rev 0,2 µl (10 µM) 0,2µM
ddH2O ad 10 µl
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Tabelle 5: Standard PCR-Programm
PCR-Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Initiale Denaturierung 95 ◦C 5 min 1 ×
Denaturierung 95 ◦C 30 s
Hybridisierung variabel 30 s 35×
Elongation 72 ◦C 15 s/kb
Finale Elongation 72 ◦C 5 min 1 ×
Pause 4 ◦C
2.3.6 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen
Die endonukleolytische Spaltung von DNA (Verdau) wurde mit diversen Fast Digest-Enzymen (Thermo
Fisher Scientiﬁc) durchgeführt. Es wurden die jeweils vom Hersteller empfohlenen Puﬀer- und Tempe-
raturbedingungen gewählt. PCR-Fragmente wurden in der Agarosegelelekrophorese aufgetrennt (2.3.8)
und anschließend mit dem GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit von Thermo Fisher
Scientiﬁc aus dem Gel isoliert (2.3.9). Nach dem Verdau wurden die verdauten PCR-Fragmente erneut
über das GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit gereinigt und verdaute Plasmide wur-
den in der Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und isoliert. Die allgemeine Zusammensetzung eines
Restriktionsverdaus sind in Tabelle 6 dargestellt.
Tabelle 6: Standard-Restriktionsverdau für PCR-Fragmente und Plasmid-DNA
Menge Menge Konzentration
PCR-Fragment 600ng ng/20µl
Plasmid-DNA 2 µg 100ng/µl
Fast Digest Buﬀer 3µl (10×) 3 µl (10×) 1×
Restriktionsenzym 1µl 1µl
ddH2O ad 30µl ad 30 µl
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2.3.7 Ligation von DNA-Fragmenten mit der T4 DNA-Ligase
Zur Ligation von kompatiblen DNA-Fragmenten wurde die T4-DNA Ligase (Thermo Fisher Scientiﬁc)
verwendet. Sie katalysiert unter ATP-Verbrauch die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen der
5'-Phosphat- und der 3'-Hydroxylgruppe und ermöglicht so die Verbindung von kompatiblen DNA-
Enden. Der Reaktionsansatz ist in Tabelle 7 gezeigt. Die Insert-DNA wurde dabei in vierfach-molarem
Überschuss eingesetzt. Die Ligation wurde über 20min bei Raumtemperatur (RT) durchgeführt.
Tabelle 7: Ligationsansatz für die Ligation von DNA-Fragmenten mittels T4-Ligase
Menge Konzentration
Plasmid-DNA 100ng 10ng/µl
Insert-DNA 400ng 40ng/µl
T4 DNA Ligase Puﬀer 1 µl (10 ×) 1 ×
T4 DNA Ligase 0,5µl (2 U/µl) 0,1 U/µl
ddH2O ad 10 µl
2.3.8 Agarosegelelektrophorese
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte in einem 1%igen (w/v) Agarosegel mit TAE-Laufpuﬀer.
Es wurden die Seakam-Agarose (Lonza) und das MIDI 1 Elektrophorese-Kammer-System (Roth) verwen-
det. Die Auftrennung erfolgte im elektrischen Feld (100V, 400mA, 30min), bei der sich negativ geladene
DNA-Fragmente aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekulargewichte mit verschiedenen Geschwindig-
keiten in der Agarosematrix bewegen. Zur Größenabschätzung wurde der Größenstandard 1 kBPlus
(Thermo Fisher Scientiﬁc) mit aufgetragen. Zur Visualisierung der Größenauftrennung wurde dem 6×
Probenpuﬀer 0,5% (v/v) GelRed (Biotium) zugegeben. Die anschließende Detektion mittels Blaulicht
LED Illumination (420 -490nm) erfolgte am Gel LED Slider (Intas).
2.3.9 Gelextraktion linearer DNA-Fragmente
Mit dem Gelextraktionskit GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Micro Kit (Thermo Fisher
Scientiﬁc) konnten gelelektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente verschiedener Größe aus einem
Agarosegel isoliert werden. Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben.
2.3.10 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung von Plasmiden wurde durch die Euroﬁns Genomics GmbH durchgeführt. Die Plasmide
wurden in wässriger Lösung nach Bedürfnissen des Anbieters verdünnt und versendet. Zur Auswertung
der Sequenzen und zur Kartierung der Plasmide wurde der APE-Plasmid Editor genutzt.
2.4 Zellbiologische Methoden
2.4.1 Kultivierung und Konservierung eukaryontischer Zellen
Die verwendeten Zellen wurden in Zellkulturﬂaschen (25 cm2, 75 cm2 oder Rollerﬂaschen je nach Be-
darf an Zellen) im Komplettmedium steril kultiviert. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem
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CO2-Begasungsbrutschrank für Zell- und Gewebekulturen (NUAIRE) bei 37
◦C, 5% CO2 und 90% re-
lativer Luftfeuchte. Die verwendeten Ba/F3-Zellen sind Suspensionszellen, die Kultivierung wurde in
90% RPMI 1640, welchem 10% FKS und 0,1 g/l Gentamycin (RFG-Medium) sowie 10ng/ml murines
Interleukin-3 (mIL-3) zugesetzt waren, vorgenommen. Bei einer Zelldichte von ca. 1,5 - 2× 106 Zellen/ml
wurden sie unter Mediumwechsel auf eine Zelldichte von ca. 1,5 - 2× 105 Zellen/ml verdünnt. Bei ei-
ner Verdopplungszeit von etwa 20 - 24 h ist dies alle 3 - 4Tage nötig. Bei HEK293T-Zellen handelt es
sich um adhärent wachsende Zellen, die Kultivierung erfolgte in 90% DMEM, welchem 10% FKS und
0,1 g/l Gentamycin (DFG-Medium) zugesetzt wurden. Die Zellen müssen vor dem Splitten durch kräf-
tiges abklopfen oder Zugabe von Trypsin/EDTA (Biochrom) vom Flaschenboden abgelöst werden. Zum
Abstoppen der Trypsin-Reaktion wurde in gleicher Menge Kulturmedium hinzu gegeben, das darin ent-
haltene FKS stoppt die Reaktion. Danach erfolgte die Verdünnung wie oben beschrieben. Um Zellen
vom Medium zu trennen, wurden sie bei 300× g für 5min abzentrifugiert, anschließend in PBS resuspen-
diert (gewaschen) und erneut zentrifugiert. Danach konnten sie in frischem oder verändertem Medium
aufgenommen werden.
2.4.2 Inkulturnahme und Kryokonservierung von Zellen
Bei −80 ◦C konservierte Kulturen wurden im Wasserbad bei 37 ◦C aufgetaut, in entsprechendes Medium
gegeben und schnellstmöglich durch Zentrifugation bei 300× g für 5min vom Einfriermedium getrennt.
Nach mehreren Waschgängen mit ihrem Medium konnten die Zellen in Kulturﬂaschen aufgenommen
werden. Um Kulturen einzufrieren und auf Dauer zu konservieren, wurden ca. 2× 107 Zellen/ml in
Einfriermedium (90% DMSO + 10% FKS) aufgenommen. Die Suspension wurde zu je 1ml auf sterile
Kryoröhrchen verteilt und bei −80 ◦C eingefroren.
2.4.3 Bestimmung der Vitalität und der Zellzahl mit Trypanblau
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte durch Ausschlussfärbung mit einer 4%igen (w/v) Trypanblaulösung
in einer Neubauer improoved-Zählkammer. Mit dieser Methode lässt sich die Lebendzellzahl bestimmen.
Das Zählgitter besteht aus Großquadraten von je 1mm Kantenlänge und somit einer Fläche von je 1mm2
und einer Kammerhöhe von 0,1mm. Ein Großquadrat entspricht der Zellzahl in 0,1µl Lösung.
2.4.4 Kultivierung und Transfektion von Ba/F3-Zellen
Diese Art der Transfektion beruht auf Elektroporation und ist ein von der Firma Amaxa GmbH (jetzt
LONZA) entwickeltes Verfahren. Sie erfolgte im Nucleofector-Gerät (Amaxa GmbH). Die Einstellun-
gen am Gerät und die Wahl des Mediums können für die jeweilige Zelllinie optimiert werden, wodurch
hohe Transfektionseﬃzienzen bei hoher Zellvitalität erzielt werden können. In Vorversuchen wurde mit
Ba/F3-Zellen die beste Transfektionseﬃzienz mit dem Transfektionsreagenz V als Medium und dem Pro-
gramm T16 erreicht. Für jeden geplanten Transfektionsansatz wurden 5 - 6× 107 Zellen bei 300× g für
5min abzentrifugiert und diese nach zwei Waschgängen mit PBS in 100 µl Transfektionsreagenz V auf-
genommen. Nach Zugabe von 1µg des Stat1-responsiven Reportergenkonstruktes (pGL4.26-IRF1-luc)
und je 1µg der beiden Hybridkonstrukte (pcDNA3.1-cFMSex/hTSLPRint und pcDNA3.1-cFMSex/hIL-
7Raint) (2.1.3)[111] wurden die Ansätze auf die vom Hersteller (AMAXA GmbH) bereitgestellten Elek-
troporationsküvetten verteilt. Es erfolgte die Transfektion in diesen Küvetten mit dem oben genannten
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Programm. Die transﬁzierten Zellen wurden in die benötigte Menge RFG-Medium gegeben. In einer
96-Well-Rundbodenplatte wurden pro Well 1× 106 dieser Zellen in je 100 µl Medium ausgesät.
2.4.5 Einfacher Luciferasereportergenassay mit Ba/F3-Zellen
Im Luciferasereportergenassay wird die Zytokin-induzierte Hochregulierung der Luciferaseexpression an-
hand der verwendeten Reportergenkonstrukte ermittelt. Für die Nachweisreaktion des gebildeten En-
zyms wurde das Luciferase Assay System der Firma Promega genutzt. Für den Luciferase-Assay wurden
die Zellen mit einem Stat1-speziﬁschen Reportergenkonstrukt und den genannten Hybridrezeptorkon-
strukten (2.4.4) transﬁziert und stimuliert. Ba/F3-Zellen wurden zunächst für ca. 7 h in mIL-3-freiem
RFG-Medium starviert. Für Reportergenversuche wurden die Zellen zu 1× 106 Zellen/Well in je 100µl
RFG-Medium in 96-Well-Rundbodenplatten als Dreifachbestimmung ausgesät und stimuliert, die an-
schließende Inkubationszeit betrug ca. 16 h. Die Zellen wurden pelletiert (300× g, 5min) und das Pellet
in 50 µl Lysepuﬀer für 15min lysiert. Dann erfolgte die Zugabe von 50 µl Luciferase-Substrat und die
Messung im Luminometer. Die Messung und Injektion der Substrate erfolgte am Glomax Luminome-
ter (Promega). Die Zytokinbindung an den extrazellulär präsentierten Rezeptorketten führte zur intra-
zellulären Stat1-Phosphorylierung [111]. Da gleichzeitig ein P-Stat1-responsives Reportergenkonstrukt
transﬁziert wurde, kommt es in Anbängigkeit der Zytokinkonzentration und Aktvität zur Exprssion von
Luciferase, welche das vorliegende Luciferin in Oxyluciferin umwandelt, wodurch detektierbare Lumi-
neszenz entsteht. Die Intensität der Lumineszenz (LU) ist proportional zur gebildeten Luciferasemenge
[112] und somit ein Maß für die Zytokinaktivität. Aus dem Verhältnis der resultierenden Lumineszenz
von stimulierten zu unstimulierten Zellen konnte der Stimulationsindex (SI) gebildet werden.
2.4.6 Transfektion und Kultivierung von HEK293T-Zellen
Die Transfektion der HEK293T-Zellen wurde in Multiwell-Platten durchgeführt. Bei Ansätzen für die
Mikroskopie wurde vor Beginn der Kultivierung ein Deckglas in ein Well einer 24-Well-Platte gelegt.
Es wurden 3× 105 Zellen / cm2 ausgesät und über Nacht in 0,25ml/cm2 DFG-Medium kultiviert. In
einem 1,5ml-Reaktionsgefäß wurden pro cm2 Kulturﬂäche in 20 µl serumfreiem Medium 0,4 µg Plamid
DNA gemischt. Dazu wurde anschließend 0,4 µl Turbofect (Thermo Fisher Scientiﬁc) gegeben, erneut
gemischt und 20min inkubiert. Der Ansatz wurde vorsichtig einem Well zugegeben. Anschließend wurden
die Zellen wieder ü.N. kultiviert.
2.4.7 Nachweis der P5D4-Oberﬂächenexpression auf HEK-Zellen
HEK293T-Zellen wurden in einer 6-Well-Platte ausgesät und mit den Plasmiden transﬁziert. Einen Tag
nach der Transfektion der HEK293T-Zellen mit den Plasmiden zur Oberﬂächenexpression wurde das
Medium von den Zellen entfernt. Die Zellen wurden mit 1ml PBS vorsichtig abgespült und in 1,5ml-
Reaktionsgefäße überführt. Diese wurden anschließend bei 300× g für 5min zentrifugiert, die Überstände
entfernt, in 100 µl PBS resuspendiert und die Lebendzellzahl bestimmt (2.4.3). Für den Versuch wur-
den die unterschiedlich transﬁzierten Zellen danach in 1,5ml-Reaktionsgefäße mit je 30 000 Zellen in
50 µl PBS verteilt. Der Versuch wurde bei RT durchgeführt, als Kontrolle wurden untransﬁzierte Zel-
len mitgeführt. Den unterschiedlich transﬁzierten Proben wurde zum einen 10pmol chromatographisch
aufgereinigtes TraO-TFP-TraO zugegeben. Zum anderen wurde parallel 5 µl des geklärten, nicht chro-
matographisch gereinigtem TraO-TFP-TraO-ZL zugegeben. Alle Proben wurden für 1 h bei 20 rpm auf
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dem Drehrad inkubiert. Als Expressionskontrolle wurde pro Ansatz mit 7pmol des primären P5D4-
Antikörpers (anti-P5D4-mAb) für 30min bei 20 rpm auf dem Drehrad inkubiert, eine Kontrolle ohne
primären P5D4-Antikörper wurde mitgeführt. Den Ansätzen wurde anschließend 1ml PBS zugegeben,
bei 300× g abzentrifugiert und der Überstand bis auf 50 µl entfernt. Anschließend wurde den resuspen-
dierten Zellen sekundärer, FITC-konjugierter Antikörper (1 : 100, rabbit-anti-mouse-FITC, Immunotools
GmbH) zugegeben und die Reaktion erneut für 30min bei 20 rpm auf dem Drehrad inkubiert. Allen
Ansätzen wurde anschließend 1ml PBS zugegeben, bei 300× g abzentrifugiert und der Überstand bis
auf 50 µl entfernt. Nach erneuter Resuspension in 1ml PBS wurde die Zellsuspension in das Durchﬂuss-
zytometer überführt.
2.4.8 Stabile Transfektion von Rezeptorketten in HEK293T-Zellen
Einige Zeit nach der Transfektion von Plasmiden (2.4.6) ist die Expression der dadurch eingebrachten
Gene in der Regel nicht mehr nachweisbar. Das transﬁzierte Plasmid wird nicht mit repliziert, teilende
Zellen geben das Plasmid nicht an die weiter Tochterzellen und es wird als Fremd-DNA in der Zellen
abgebaut. Um eine dauerhafte Expression zu erreichen werden exprimierende Zellen selektioniert. Dies
geschieht durch dauerhafte Kultivierung der Zellen nach Transfektion (2.4.1) unter Zugabe des Selekti-
onsmarkers Zeomycin (150 µg/ml). Gegen dieses Antibiotikum sind die Zellen resistent, wenn z. B. das
Plasmid pcDNA3.1 eingebaut wird, über welches die genetische Information für die Resistenz vermittelt
wird. HEK293T-Zellen wurden mit diesen Expressionskonstrukten transﬁziert und über mehrere Wochen
kultiviert. Dabei überlebten die Zellen, welche die Plasmid-DNA stabil in ihr Genom integrieren konnten.
2.4.9 Fluoreszenzmikroskopie
Nach der Transfektion der HEK293T-Zellen auf Deckgläser, wurden diese in der 24-Well-Platte gewa-
schen, ﬁxiert und inkubiert. Zunächst wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 1ml eiskaltem
PBS gewaschen. Dieses wurde sofort wieder entfernt und die Zellen erneut mit 1ml eiskaltem PBS ge-
waschen und 5min auf Eis inkubiert. Nach Entfernung des PBS wurde zur Fixierung der Zellen 200 µl
eiskaltes Methanol zugegeben und die Platte bei −20 ◦C für 20min inkubiert. Anschließend wurden die
Zellen noch drei mal bei RT mit je 1ml PBS gewaschen. Den einzelnen Wells wurde anschließend 5µl
des nicht chromatographisch gereinigtem TraO-TFP-TraO-ZL in je 1ml PBS zugegeben und auf dem
Schüttler bei RT für 20min inkubiert. Anschließend wurde noch zwei Mal mit PBS gewaschen und der
Überstand erneut gründlich entfernt. Auf einem Objektträger wurden 5µl Roti®-Mount FluorCare DA-
PI gegeben und das Deckglas vorsichtig kopfüber auf die Flüssigkeit gegeben, angedrückt und bei RT
im Dunkeln getrocknet. Am darauf folgenden Tag wurden am Institut für Biochemie 2 der FSU-Jena
ﬂuoreszenzmikroskopische Aufnahmen mit einer Vergrößerung von 40× für DAPI und TFP erstellt.
2.4.10 Durchﬂusszytometrie
Oberﬂächenpräsentierte Proteine können auf Zellen oder Festkörpern (Beads) unter Verwendung speziﬁ-
scher Sonden oder Antikörpern (z. B. Rezeptoren) sichtbar gemacht werden. Bei der Durchﬂusszytome-
trie werden Zellen (bzw. Beads) durch eine Kapillare in das Durchﬂusszytometer gesaugt, so dass diese
hintereinander und einzeln an einem Laserstrahl vorbei gleiten. Das auftreﬀende Licht wird dabei in
unterschiedliche Richtungen abgelenkt. Vorwärts gestreutes Licht (Forward Scatter, FSC) gibt Auskunft
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über die relative Größe, seitwärts gestreutes Licht (Side Scatter, SSC) ist ein Maß für die Oberfächenbe-
schaﬀenheit bzw. Granularität des Analyten. Verschiedene Fluoreszenzkanäle können die Bindung von
ﬂuoreszenzmarkierten Partikeln erfassen. Für einen Nachweis wurden mindestens 2*105 Zellen abzen-
trifugiert, mit PBS gewaschen und inkubiert. Zur Analyse im Zytometer (Cube 8, Partec) wurden die
Zellen in 1ml PBS aufgenommen. Die Detektion erfolgte anschließend nach Standardprotokoll im Fluo-
reszenzkanal 1 (FL1, Anregung bei 488nm) für FITC, GFP und TFP. Untransﬁzierte Zellen wurden
jeweils gleich behandelt und als Negativkontrolle verwendet. Die Daten wurden im Density plot (auf-
getragen FSC gegen SSC oder FSC gegen FL-1) oder Histogramm (aufgetragen FL-1 gegen Anzahl)
ausgewertet. Die Fluoreszenz wird sichtbar durch die Verschiebung der Signale auf der entsprechenden
Fluoreszenzsignal-Achse.
2.5 Proteinbiochemische Methoden
2.5.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Die Analyse von Proteinen erfolgte mit einer Abwandlung der denaturierenden, diskontinuierlichen
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), in welcher Proteine nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden [113] [114]. Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) wurde als anionisches Detergenz ver-
wendet, um die Proteine zu denaturieren und negativ zu beladen. Zur Untersuchung von Molekülen
wurden 17,5%ige (v/v) Polyacrylamid-Gele selbst hergestellt. Eine Anleitung beﬁndet sich in Tabelle
8. Es wurde das von Roth erhältliche MINI-Vertikal Doppel-Elektrophorese-Kammer-System verwendet
und zuvor vorbereitete Proteinproben mit geeigneten Volumina PPP (5×) versetzt und 5min bei 95 ◦C
inkubiert. Die Kammern wurden mit Elektrodenpuﬀer befüllt und die Geltaschen mit einer Proteinprobe
beladen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte für 90min bei 300V/25mA. Anschließend können die
Proteine mit Coomassie-Färbelösung angefärbt werden oder für Antikörper-Nachweise durch Western
Blotting auf Nitrocellulose-Membranen übertragen werden (2.5.3). Die theoretischen Molekulargewichte
aller rekombinant hergestellten Proteine sind im Anhang (Proteineigenschaften) in Tabelle 16 aufgelistet.
Tabelle 8: SDS-PAGE Standardansatz für zwei 17,5%ige SDS-PAGE-Gele
Komponente Trenngel Sammelgel
H2O 2,25ml 2,15ml
Trenn-/Sammelgelpuﬀer 3ml 1,25ml
Acrylamid (40%) 3,3ml 0,55ml
Glycerin (75%) 1,5ml 0,5ml
SDS (20%) 75 µl 25 µl
APS (10%) 75 µl 40 µl
TEMED 15 µl 10 µl
2.5.2 Coomassie-Färbung von Polyacrylamidgelen
Die Proteine wurden im Polyacrylamidgel durch Färbung sichtbar gemacht [115]. Zu diesem Zweck
wurde das Gel unter ständigem Schwenken mit Coomassie-Färbelösung (2.1.11) für 20min inkubiert.
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Zum Entfärben des Gels schloss sich eine 20 bis 60-minütige Inkubation mit heißem Wasser an. In
dieser Zeit wurde das Gel immer wieder aufgekocht und das Wasser gewechselt bis der Hintergrund
komplett entfärbt war. Für Dokumentationszwecke wurde das Gel im Gel LED Slider (Intas) gescannt
und archiviert.
2.5.3 Western Blot-Proteintransfer
Western Blot bezeichnet die Übertragung (engl. blotting) von Proteinen auf eine Trägermembran in
einem senkrecht zum Polyacrylamid-Gel gerichteten elektrischen Feld [116]. Der Transfer von Protei-
nen aus SDS-Polyacrylamid-Gelen erfolgte auf eine Polyvinylidenﬂuorid-(PVDF-)Membran [117] (GE-
Healthcare) in Richtung der Anode. Die PVDF-Membranen mussten vor dem Transfer in Methanol
aktiviert werden. PVDF-Membranen sind hydrophober als die alternativ verwendeten Nitrozellulose-
membranen und sowohl mechanisch als auch chemisch stabiler. Sie haben allerdings den Nachteil, dass
sie, im Gegensatz zu Nitrozellulose, selbst kleine Mengen an Protein nicht vollständig binden. Zum
Transfer wurde das Semi-Dry-Blotter PEGASU (Phase) verwendet. Der Blotvorgang dauerte bei 45V
und 1 000mA je nach Größe der Zielproteine 45 - 60min. Nach dem Blotten wurde die Membran 15min
in Ponceau-Rot geschwenkt. Durch die auftretende Färbung konnte optisch kontrolliert werden, ob der
Transfer erfolgreich war und überall die gleiche Proteinmenge aufgetragen wurde. Anschließend wurde
der Blot mit aq. dest. entfärbt. Für die Detektion der Derivate im Western Blot wurde in der SDS-PAGE
je 1 µg Protein aufgetragen.
2.5.4 Immunodetektion
Nach dem Blotten wurde die Membran für 60min bei RT mit NET-G-Puﬀer geblockt und anschließend
mit TBS-T Puﬀer 2mal 5min auf dem Schüttler gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit
Peroxidase-gekoppeltem TraO (1:5000 in 10ml TBS-T) für 1 h bei RT. Durch 5× 10min waschen mit
TBS-T sollte nicht gebundenes Peroxidase-Konjugat von der Membran entfernt werden. Zur Detektion
wurde die Membran mit 1ml ECL-Lösung (VWR) beträufelt und im Detektionsgerät (VWR) je nach
Signalstärke 1 bis 15min entwickelt und abgelichtet.
2.5.5 Ionenaustauschchromatographie
Die Ionenaustauschchromatographie gehört zu den physikalisch-chemischen Trennverfahren, die auf der
Verteilung eines Substanzgemisches zwischen einer mobilen und einer stationären Phase beruhen. Die
Ionenaustauschchromatographie ist eine Flüssigkeitschromatographie und wird für die Trennung von
Anionen und Kationen herangezogen. Die stationäre Phase besteht aus einer polymeren Matrix mit
reaktiven Gruppen, welche für die Trennung von Anionen ein quartäre Amine (Q-Sepharose/GE Health-
care) und für die Trennung von Kationen eine Caboxymethylgruppen (CM-Sepharose/GE Healthcare)
sind. Unterscheiden sich der isoelektrische Punkt (pI) des Zielproteins und der pH-Wert der Lösung, in
welcher es vorliegt, so ist das Protein geladen und bindet an die entsprechende Matrix. Die Chroma-
tographie wurde mit einer Äkta Avant (GE Healthcare) durchgeführt. Zunächst wurde die Säule mit
10 Säulenvolumen (SV) des jeweiligen Beladungsspuﬀers equilibriert. Nach der Beladung der Säule mit
dem Zellextrakt folgte ein Waschschritt mit 10 SV Beladungsspuﬀer. Die Elution erfolgte durch einen
linearen Gradienten über 5 SV mit 0,5M NaCl im Beladungsspuﬀer und anschließendem Stufengradien-
ten über 2 SV mit 1M NaCl im Beladungsspuﬀer. Abschließend wurde die Säule mit 5 SV 1M NaOH
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gereinigt, mit 10 SV aq. dest. gespült und in 20% Ethanol bis zur weiteren Verwendung im Kühlschrank
gelagert. Die Fraktionen wurden in einer SDS-PAGE (2.5.1) analysiert. War für deren weitere Verwendung
ein Puﬀerwechsel notwendig, wurden die Proteinlösungen im Anschluss gegen mindestens das 100-fache
des entsprechenden Puﬀers dialysiert. Die Dialyse erfolgte über Nacht bei 4 ◦C.
2.5.6 Größenausschlusschromatographie
Die Größenausschlusschromatographie (size exclusion chromatographie; SEC), die häuﬁg auch als Gel-
permeationschromatographie bezeichnet wird, stellt eine weitere Form der Flüssigkeitschromatographie
dar und wurde erstmals in den fünfziger Jahren beschrieben. Dabei werden die gelösten Moleküle durch
poröse Gele nicht auf Grund von Wechselwirkungen mit dem Säulenmaterial, sondern gemäß ihres hy-
drodynamischen Volumens getrennt [118] [119]. Der Trennprozess beruht auf der Verteilung der gelösten
Moleküle in einem Lösungsmittel. Die stationäre und die mobile Phase unterscheiden sich in der Bewe-
gungsfähigkeit und nicht im chemischen Aufbau. Die zur Verfügung stehenden Poren der Polymermatrix
besitzen unterschiedliche Durchmesser [120]. Daher verlassen große Moleküle die Säule zuerst, kleine
eluieren später, da diese tiefer in das poröse Material eindringen. Zur Einstellung von Parametern wur-
de das Handbuch von GE Healthcare herangezogen. Die Chromatographie wurde mit einer Äkta Avant
(GE Healthcare) durchgeführt und als Material Superdex 75 in einer 60 cm Trennstrecke (Durchmesser
16mm) verwendet. Die Säule wurde zunächst mit 5 SV IMAC-PuﬀerA equilibriert. Die Proben wurden
in IMAC-PuﬀerA dialysiert und mit einer Konzentration von 4mg/ml je 500 µl über eine Probenschleife
aufgetragen. Bei einer Flussrate von 1ml/min wurden die Chromatogramme aufgenommen. Die Auswer-
tung erfolgte mit der dazugehörigen Evaluationssoftware von Unicorn 6 (GE Healthcare). Dazu wurde
'Correlated Baseline' gewählt und die Integrale und Retentionvolumina Ve der Peaks errechnet.
2.5.7 Immobilisierte Metallionen Aﬃnitätschromatographie (IMAC)
Die IMAC ist ein physikalisch-chemisches Trennverfahren, bei dem die Aﬃnität zwischen Polyhistidin
und an die stationäre Phase kovalent gebundener Metallchelate genutzt wird. Die Proteine aus E. col i-
Zellextrakten bzw. Mediumüberständen wurden zunächst über Nacht bei 4 ◦C in IMAC-PuﬀerA dialy-
siert. Als Matrix für die IMAC wurde Ni-NTA Agarose (Qiagen) verwendet. Die Chromatographiesäulen
wurden nach Angaben des Herstellers mit einem Bettvolumen von 1ml gepackt. Die Chromatogra-
phie wurde mit einer Äkta Avant (GE Healthcare) durchgeführt. Zunächst wurde die Säule mit 10 SV
IMAC-PuﬀerA equilibriert. Nach der Beladung der Säule mit dem Zellextrakt bzw. dem Mediumüber-
stand folgte ein Waschschritt mit 10 SV IMAC-PuﬀerA (mit 10mM Imidazol). Die Elution erfolgte als
Stufengradient mit jeweils 6 SV mit 20, 50, 100, 250, 500 und 1000mM Imidazol in IMAC-PuﬀerA.
Abschließend wurde die Säule mit IMAC-PuﬀerA regeneriert und in 20% (v/v) Ethanol bis zur weiteren
Verwendung im Kühlschrank gelagert. Die Fraktionen wurden in einer SDS-PAGE (2.5.1) analysiert. War
für deren weitere Verwendung ein Puﬀerwechsel notwendig, wurden die Proteinlösungen im Anschluss
gegen mindestens das 100-fache des entsprechenden Puﬀers dialysiert. Die Dialyse erfolgte über Nacht
bei 4 ◦C.
2.5.8 Photometrische Bestimmung des Proteingehaltes
Die Quantiﬁzierung der aufgereinigten und dialysierten Proteinproben erfolgte durch Messung ihrer Ei-
genabsorption. Durch den Gehalt an aromatischen Aminosäuren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan
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besitzen sie eine Absorption im UV-Bereich (280 nm). Die Absorption wird durch das Lambert-Beersche
Gesetz beschrieben (2.3.2). Der molare Extinktionskoeﬃzient " wird anhand der Proteinsequenz mit
ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/) bestimmt. Eine Übersicht der molaren Extinktions-
koeﬃzienten aller aufgereinigten Proteine beﬁndet sich im Anhang (Proteineigenschaften) in Tabelle
16.
2.5.9 Spaltung von Protein mit FaktorXa
Je 100 µg Protein (1mg/ml) wurden ü.N. bei 4 ◦C gegen 1 l FaktorXa-Puﬀer dialysiert. Anschließend
wurden je 10µg (0,3 nmol) der Proteine mit verschiedenen Mengen FaktorXa (0,125 - 1U) bei RT für
3 h inkubiert. Nach Zugabe von 5×PPP können die Proben in der SDS-PAGE analysiert werden.
2.5.10 Bestimmung der Proteinmenge auf SDS-PAGE-Gelen
Die Proteinbanden in einem SDS-PAGE-Gel können nach dem Scannen des Gels quantiﬁziert werden. Um
die Banden und ihre Intensität zu erfassen (Densitometrie), gibt es eine Vielzahl von graphischen Aus-
wertungsprogrammen. Das verwendete Programm GelAnalyser ist kostenlos verfügbar. Dem gescannten
SDS-PAGE-Gel wurden manuell die einzelnen Spuren zugeordnet. Anschließend konnten in den Spuren
die Banden platziert werden. Die Intensität der Banden wurde nach Abzug der Hintergrundintensität
ausgegeben.
2.5.11 Kopplung von Proteinen an NHS-aktivierte Hitrap-Matrix
Die Kopplung von Proteinen an Beads erfolgte durch Verwendung der kommerziell erhältlichen
HiTrap NHS-Activated HP-Matrix (GE Healthcare). Es handelt sich um ein Agarosegel mit
N-Hydroxysuccinimid-Estern (NHS-Ester). NHS-Ester sind aktivierte Carbonsäuren und reagieren mit
den Aminen der Proteine. Die Matrix wurde unter Ausschluss von Sauerstoﬀ aus den kommerziell erhält-
lichen 1ml-Chromatographiesäulen entfernt und in 2-Propanol bis zum jeweiligen Versuch gelagert. Die
zur Kopplung verwendeten Proteine wurden in IMAC-PuﬀerA aufgenommen oder über Nacht gegen das
100-fache Volumen IMAC-PuﬀerA dialysiert. Anschließend wurde pro µl Matrix 0,1 nmol Protein in ei-
nem Volumen von 50 µl bei 4 ◦C in einem 1,5ml-Reaktionsgefäß inkubiert. Nach 2 h auf dem Drehrad bei
20 rpm wurde die Matrix mit 1ml Hitrap-Puﬀer A gewaschen, bei 500× g zentrifugiert und der Über-
stand entfernt. Die Prozedur wurde mit Hitrap-Puﬀer B wiederholt und erneut 1ml Hitrap-Puﬀer A
zugegeben und ü.N. bei 4 ◦C auf dem Drehrad bei 20 rpm inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde
der Überstand entfernt und noch einmal mit IMAC-PuﬀerA gewaschen, der Überstand nach Zentrifuga-
tion entfernt und die Matrix verwendet. Die Matrix kann mit einer mittleren Größe von 34 µm in einem
Durchﬂusszytometer analysiert werden (2.4.10).
2.5.12 Nachweis immobilisierter Zytokine auf Hitrap-Matrix
Für jede Messprobe wurde jeweils 1 µl Hitrap-Matrix verwendet und mit Protein gekoppelt (2.5.11).
Die gekoppelten Beads wurden mit je 0,1 nmol mc-FMSR-HIS-TraNshortNC-T21A bzw. hTSLPRa-
HIS-TraNshortNC-T21A in insgesamt 50 µl IMAC-PuﬀerA bei 4 ◦C inkubiert. Nach 20min auf dem
Drehrad bei 20 rpm wurde mit 1ml IMAC-PuﬀerA gewaschen und nach Zentrifugation bei 500× g der
Überstand entfernt, 0,2 nmol TraO-TFP-TraO zugegeben und erneut auf dem Drehrad inkubiert. Auch
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die mit den löslichen Rezeptoren gekoppelten Beads wurden mit 0,2 nmol TraO-TFP-TraO inkubiert.
20min später folgte ein Waschschritt mit IMAC-PuﬀerA und die Suspension der Matrix in 1ml IMAC-
PuﬀerA, in welchem die Probe in das Durchﬂusszytometer überführt wurde. Die BSA-Probe wurde
lediglich in IMAC-PuﬀerA suspendiert und im Zytometer analysiert, sie dient als Negativkontrolle und
zum Einstellen von FCS, SSC und des Messbereiches (Gate, 2.4.10). In diesem Gate wurden für 3000
Ereignisse (Beads) die Fluoreszenzen für FL1 gemessen und im Histogramm verglichen.
2.5.13 TraO-Kopplungsversuche an immobilisiertes TraN-Fusionsprotein
Die im Rahmen der Arbeit erzeugten TraN-Fusionsproteine wurden mehrheitlich mit einem doppelten
6-fachem His-Tag ausgestattet, über den die Proteine an eine Ni-NTA Matrix (Ni-NTA Agarose, Qiagen)
immobilisiert werden konnten. Dies ermöglicht die Isolierung von TraO aus der Flüssigphase über die As-
soziation mit den auf der Agarose-Matrix gebundenen TraN-Segmenten (Pull-Down). Der Vorteil dieser
Methode besteht darin, dass beide Interaktionspartner gemeinsam von der Matrix eluiert werden können
und so zur Untersuchung der Bindeverhältnisse bzw. für die weitere Verfolgung technologischer Ansätze
zur Verfügung stehen. Die Kopplungsexperimente wurden im kleineren Maßstab zwischen 100 µl und
1ml in 1,5ml-Reaktionsgefäßen durchgeführt (nähere Angaben zu den versuchsspeziﬁschen Parametern
siehe Tabelle 9). Nach 30-minütiger Inkubation der Ni-NTA-Beads mit den TraN-Fusionsproteinen bei
RT wurden diese 5min bei 500× g abzentrifugiert und 5min in IMAC-PuﬀerA (mit 10mM Imidazol)
gewaschen. Auf der erneut abzentrifugierten Matrix erfolgten die Inkubation mit den TraO bzw. TraO-
Fusionsproteinen und zwei weitere Wasch-Schritte mit IMAC-PuﬀerA (mit 10mM Imidazol). Die auf
der Matrix gebundenen TraO und TraN-Proteine wurde schließlich mit IMAC-PuﬀerB eluiert.
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Tabelle 9: Übersicht zu TraO-Kopplungsversuchen an Ni-NTA-Agarose
Experiment Vol.
Ni-
NTA
TraN-HIS-
Protein
TraO-
Protein
Menge
(Reak.-
Vol.)
Wasch-
Vol.
Elutions-
Vol.
TraO-Pull-
Down (3.2.1)
3µl TraNfull-
TEV-GFP-
HIS
TraO-
126,
TraO-
SQE
0,2 nmol
TraN; 0,02-
0,4 nmol
TraO
(100 µl)
1ml 30 µl
TraO-Pull-
Down (3.2.2)
3µl TraNfull,
TraNshortN,
TraNshortC,
TraNs-
hortNC,
TraNshortNC-
W12A,
TraNshortNC-
V18A,
TraNshortNC-
T21A; (alle
mit -TEV-
GFP-HIS)
TraO-
SQE
0,2 nmol
TraN;
1nmol
TraO
30 µl(100 µl)
1ml 30 µl
TraN-
Rezeptor-
Pull-Down
(3.4.1)
3µl mc-FMSR-
HIS-
TraNshortNC-
T21A
TraO-
TFP-
TraO
(TraO-
SQE)
0,1 nmol
mc-FMSR-
; 0,1 nmol
mM-CSF;
5 µl TraO-
TFP-
TraO-ZL
1ml 30 µl
TraN-
Rezeptor-
Pull-Down
(3.4.1)
3µl hTSLPRa-
HIS-
TraNshortNC-
T21A
TraO-
TFP-
TraO
(TraO-
SQE)
0,2 nmol
hTSLPRa-
; 0,2 nmol
hTSLP;
5 µl TraO-
TFP-
TraO-ZL
1ml 30 µl
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2.5.14 Anreicherung von TraN-Fusionsproteinen über TraO-Agarose-Beads
Der umgekehrte experimentelle Aufbau zu Kap. 2.5.13 beinhaltet die kovalente Konjugation von TraO an
eine NHS-aktivierte Agarosematrix (Aﬃgel 10, Bio-Rad) sowie die anschließende Isolierung von TraN-
Fusionsproteinen aus der Flüssigphase. Dieser Ansatz zielt auf eine aﬃnitätschromatographische Rei-
nigung von Proteinen mit angefügten TraN-Peptidsegmenten ab. Hierfür sollte das TraO-Protein im
Elutionsschritt auf der Matrix verbleiben. Die aktivierte Agarosematrix wurde in Kopplungspuﬀer
überführt und mit 10µg TraO/µl Beadvolumen über 4 h abgedunkelt bei 4 ◦C inkubiert. Das TraO-
Protein wurde hierzu in einer Konzentration von 6mg/ml im Kopplungspuﬀer vorgelegt. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 1/10 vol. Stopp-Puﬀer und Inkubation über 30min bei RT abgestoppt und
die Beads bei 500× g über 5min abzentrifugiert. Bis zu ihrer Anwendung wurde die erzeugte TraO-
Agarosematrix in NaPOpH8,0-Puﬀer bei 4 ◦C gelagert. Die Anreicherungsexperimente mit verschiedenen
TraN-Fusionsproteinen erfolgten im batch-Ansatz mit 3µl -500 µl TraO-Matrix (nähere Angaben zu den
versuchsspeziﬁschen Parametern siehe Tabelle 10). Um Aﬃgel-Matrix in der SDS-PAGE zu analysieren,
wurde der Überstand vollständig von den Beads entfernt, 20 µl PBS und 5×PPP zugegeben und der
Überstand nach 5min Inkubation bei 95 ◦C aufgetragen. Die Inkubation mit Zielprotein und die Elution
der Matrix erfolgten jeweils über 1 h bei RT.
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Tabelle 10: Übersicht zu Anreicherung von TraN-Fusionsproteinen an TraO-Agarosematrix
Experiment Vol.
TraO-
Matrix
TraO-
Protein
TraN-Protein Menge
(Reak.-
Vol.)
Wasch-
Vol.
Elutions-
Vol.
Bindeverhalten
der TraN-
Derivate
(3.2.3; 3.3.2)
10 µl TraO-SQE TraNfull,
TraNshortN,
TraNshortC,
TraNshortNC,
TraNshortNC,
TraNshortNC-
V18A,
TraNshortNC-
T21A,
TraNfull-
T21A; (alle mit
-TEV-GFP-
HIS)
0,3 nmol,
10 µg,
(200 µl)
1ml 200µl
TraN-FP
Aufreini-
gung aus ZL
(3.3.1)
3 µl TraO-SQE TraNfull-TEV-
GFP-HIS
(E. col i-ZL)
ZL
(100 µl)
1ml -
Bindekapazität
der TraO-
Matrix
(3.3.3)
10 µl TraO-SQE TraNfull-GFP-
HIS
5 bis
100 µg,
(0,15 bis
3nmol),
(200 µl)
1ml 200µl
Aufreinigung
von TraN-
Zytokin-
Fusionsprotein
(3.3.6)
100 µl TraO-SQE TraNfull-
FX-hM-CSF,
TraNfull-
FX-hG-CSF,
TraNfull-
FX-hFGF-9,
TraNfull-FX-
hTNF
(5ml) 15ml 500µl
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2.5.15 Messung der Fluoreszenzintensität in wässriger Lösung
Die Messung der Fluoreszenzintensität wurde am POLARstar Omega (BMG Labtech), einem Plattenle-
segerät für verschiedene Parameter, durchgeführt. In eine transparente 96-Well-Platte wurden 100 µl in
ein Well pipettiert. Bei den gemessenen Fluoreszenzintensitäten handelt sich um relative Fluoreszenzein-
heiten die unter einander verglichen wurden. Als Referenz diente PBS-T.
2.5.16 Erzeugung von TraO/HRP-Konjugaten
Zur Kopplung von TraO-SQE an Meerrettichperoxidase (Horseradish peroxydase, HRP) wurde das EZ-
Link Plus Activated Peroxidase (Thermo Fisher Scientiﬁc) verwendet und nach Herstellerangaben ver-
fahren. Es wurden 200 µl TraO-SQE (200mg/mlmit 1mg Peroxidase gekoppelt und zur Detektion des
Western Blot verwendet.
2.6 Statistik
Die Fehlerbalken in den Diagrammen stellen den Standardfehler des arithmetischen Mittels dar. Dieser
wird in Excel mit Hilfe der Formel STABW.N wie folgt berechnet:
σ(X ) =
Ç∑
(x−x)2
np
n
(3)
x = Messwert
x = Stichprobenmittelwert
n = Stichprobenumfang
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3 Ergebnisse
3.1 Herstellung der TraO/TraN Bindedomänen und Entwicklung optimierter Derivate für die
biotechnologische Anwendung
3.1.1 Klonierung, Expression und Aufreinigung von TraO
Die TraO-Sequenz (AS 170 - 294) wurde per PCR aus dem Plasmid pKM101 ampliﬁziert und in das
Expressionsplasmid pRSET-5b eingebracht. Das resultierende Plasmid pRSET-TraO-126 wurde in
BL21(DE3)-Zellen transformiert und die Expression des traO-Gens durch IPTG über 3 h bei 37 ◦C
induziert. Die Induktion lieferte eine Proteinbande im erwarteten Größenbereich (14,2 kDa), mit dem
erzeugten Expressionsplasmid lässt sich ein hohes Expressionslevel erreichen. Die geerntete Biomasse
aus 800ml Schüttelkultur (2,5 g) wurde homogenisiert, die lösliche Fraktion des Zelllysats (ZL) von den
Einschlusskörpern (Inclusion Bodies, IB) getrennt und auf einem SDS-Gel analysiert (Abbildung 5).
M: Unstained MW Marker
1: Gesamtkultur (GK) uninduziert (-)
2: GK induziert mit 1mM IPTG über 3 h
3: 20 µl geklärtes ZL nach Aufschluss der GK induziert mit
1mM IPTG über 3 h
4: 20 µl IB-Lösung nach Rückfaltung
Abbildung 5: SDS-PAGE der Induktion und Lokalisation des Zielproteins TraO-126 mit anschließender
Coomassie-Färbung. pRSET-TraO-126 transformiert in E. col i BL21(DE3).
Das größtenteils in den IB vorhandene Zielprotein wurde zunächst solubilisiert, denaturiert, in
NaPOpH6,0-Puﬀer zurückgefaltet und mittels Ionenaustauschchromatographie gereinigt. Der pI des
TraO-126 liegt um etwa eineinhalb pH-Stufen höher als der pH-Wert des Beladungspuﬀers (NaPOpH6,0-
Puﬀer), somit bindet dieses an den CM-Kationentauscher und eluiert bei NaCl-Zugabe (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Chromatogramm der Aufreinigung von TraO-126 (nur die Elution) in einem CM-
Kationentauscher, mit der Aufzeichnung der UV-Absorption bei 280 nm in mAU (blau),
der Leitfähigkeit in mS/cm (braun) und den Fraktionen (rot)
Die Analyse im SDS-Gel zeigt die erfolgreiche Reinigung des Zielproteins (Abbildung 7). Die Fraktionen
wurden vereinigt, gegen PBS dialysiert und die Gesamtproteinmenge photometrisch bestimmt. Aus 0,5 g
IB konnten so 25mg (1,7 µmol) sauberes TraO-126 gewonnen werden.
1: 25 µl TraO-126 Rückfaltung
2: 25 µl TraO-126 Säulendurchlauf
M: Unstained MW Marker
3: 5 µl Fraktion A
4: 5 µl Fraktion B
5: 5 µl Fraktion C
6: 5 µl Fraktion D
7: 5µl Fraktion E
8: 5µl Fraktion F
Abbildung 7: SDS-PAGE der chromatographischen Aufreinigung von TraO-126 mit anschließender
Coomassie-Färbung.
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3.1.2 Klonierung, Expression und Aufreinigung von TraN-Fusionsprotein aus E. col i
Um die speziﬁsche Interaktion zwischen TraO und TraN nachzuweisen zu können, wurde an TraN (AS 17 -
48) C-terminal das grün ﬂuoreszierende Protein (GFP) fusioniert. Durch PCR wurde mit entsprechenden
Primern der für GFP kodierenden cDNA am 5'-Ende die wildtypische Sequenz für TraN (TraNfull) sowie
eine Linkersequenz, eine Restriktionsschnittstelle und eine TEV-Protease-Spaltstelle angefügt. Am 3'-
Ende wurde die GFP-Sequenz um einen doppelten His-Tag ergänzt, welcher zur Aufreinigung dient. Als
Matrizenstrang wurde das Plasmid pEGFP verwendet. Das resultierende Fusionsprotein ist in Abbildung
8 dargestellt.
Abbildung 8: Schematischer Aufbau des Fusionsproteins TraNfull-TEV-GFP-HIS, welches in das
pRSET-5b-Plasmid kloniert wurde.
Das PCR-Produkt wurde anschließend in das Plasmid pRSET-5b kloniert. Das resultierende Plas-
mid pRSET-TraNfull-TEV-GFP-HIS wurde in E. col i BL21(DE3) transformiert und die Bildung des
TraNfull-TEV-GFP-HIS-Fusionsproteins (TraNfull-GFP) durch Zugabe von 1mM IPTG über 3 h bei
37 ◦C induziert. Die Induktion liefert eine Proteinbande im erwarteten Größenbereich (33,4 kDa), mit dem
erzeugten Expressionsplasmid lässt sich ein mäßiges Expressionslevel erreichen. Die geerntete Biomasse
aus 800ml Schüttelkultur (3,2 g) wurde in 400ml IMAC-PuﬀerA resuspendiert und homogenisiert. Die
lösliche Fraktion des Zelllysats zeigt durch grünliche Färbung, dass sich das Zielprotein in dieser beﬁndet.
Anfallende Aggregate wurden durch Zentrifugation (12 000× g, 10min) und Filtration (3µm) abgetrennt
und das Protein mittels IMAC gereinigt (Bettvolumen 5ml, Chromatogramm in Abbildung 9).
Abbildung 9: Chromatogramm der TraNfull-GFP Aufreinigung in der IMAC. Gesamtes Chromato-
gramm mit der UV-Absorption bei 280 nm in mAU (blau), Konzentration IMAC-PuﬀerB
(grün) und den Fraktionen (rot)
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Die Fraktion G (250mM Imidazol) beinhaltet das Zielprotein in hoher Reinheit (> 95%) und wurde, ge-
meinsam mit den anderen Proben aus dem Herstellungsprozess, in der SDS-PAGE analysiert (Abbildung
10).
M: Unstained MW Marker
1: GK uninduziert (-)
2: GK induziert mit 1mM IPTG
über 3 h (+)
3: 10 µl ZL nach Aufschluss der GK
induziert mit 1mM IPTG über 3 h
4: 2,5µl IMAC Fraktion G
(250mM Imidazol/Elution)
Abbildung 10: SDS-PAGE der Induktion und Aufreinigung des Zielproteins TraNfull-GFP in E. col i
BL21(DE3) transformiert mit pRSET-TraNfull-TEV-GFP-HIS mit anschließender
Coomassie-Färbung.
Die Fraktion wurde gegen IMAC-PuﬀerA dialysiert und die Proteinkonzentration bestimmt. So konnten
aus 800ml Schüttelkultur etwa 21,4mg (640 nmol) TraNfull-GFP hergestellt werden.
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3.1.3 Modiﬁzierung des TraO-Moleküls zur Verringerung der Selbstassoziation
Es besteht die Möglichkeit, dass zwei einzelne TraO-Moleküle miteinander in Wechselwirkung treten.
Wie beschrieben (1.2.1), ordnen sich mehrere TraO-Moleküle ringförmig in der äußeren Membran des
Bakteriums an. Derartige Interaktionen können sich negativ auf die eigentlich zu untersuchende Inter-
aktion zwischen TraO und TraN auswirken. Aus diesem Grund wurden zwei alternative TraO-Varianten
erstellt (Abbildung 11). Die Variante TraO-SQE enthält drei Aminosäure-Austausche im Bereich der
TraO-TraO-Interaktion (G272S, A275Q, A277E). Die Nomenklatur bezieht sich auf die Sequenz des
Gesamtproteins. Die zweite TraO-Variante wurde mit C-terminal verkürzter Sequenz kloniert (TraOs-
hort). Ihr fehlt der Aminosäurebereich 268 - 294 (100 - 126). In Abbildung 11 sind die Veränderungen in
den Aminosäuesequenzen dargestellt und in Abbildung 12 sind die TraO-Veränderungen anhand zweier
TraO-Molekülmodelle dargestellt.
Abbildung 11: Aminosäuresequenzen der verschiedenen TraO-Varianten. Aminosäureposition 2 ent-
spricht Position 170 des TraO-Gesamtproteins. Für TraO-SQE und TraOshort sind die
abweichenden Aminosäuren hervorgehoben bzw. deletiert.
Abbildung 12: Proteinstrukturmodell der verschiedenen TraO-Varianten modelliert mit der PyMOL-
Software. A: Dargestellt sind zwei benachbarte TraO (blau, grün) mit dem jeweils intera-
gierendem TraN (orange, lila) aus dem T4SS. B: In TraO wurden die drei Aminosäuren,
welche bei TraO-SQE im N-terminalen Teil ausgetauscht wurden, rot gefärbt. C: In TraO
wurde der C-terminus rot gefärbt, dieser ist bei TraOshort deletiert.
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Die Expression und Proteinückfaltung der Varianten erfolgten analog zu TraO-126. TraOshort präzipi-
tierte in der Rückfaltung und neigt zur Fragmentierung, wie in Abbildung 13 deutlich erkennbar ist. Um
die Anwesenheit homologer TraO-Proteinkomplexe zu überprüfen, wurden die einzeln über die IEC ge-
reinigten Proteinpräparationen durch Größenauschlusschromatographie nach Molekülgröße aufgetrennt.
Zum Kontrollzweck wurde eine zusätzliche TraO-Variante (TraO-S7C) in der Größenseparation mitge-
führt. Diese Variante enthält an Position 7 ein Cystein und zeigt in der nicht-reduzierenden SDS-PAGE
(Abbildung 13) fast vollständig eine Bande in Höhe der doppelten Molekülmasse.
M: Unstained MW Marker
1: 0,4 nmol TraO-126 (red.)
2: 0,4 nmol TraO-SQE (red.)
3: 0,4 nmol TraO-G95C (red.)
4: 0,4 nmol TraO-S7C (red.)
5: 0,4 nmol TraOshort (red.)
6: 0,4 nmol TraO-126 (n. red.)
7: 0,4 nmol TraO-SQE (n. red.)
8: 0,4 nmol TraO-G95C (n. red.)
9: 0,4 nmol TraO-S7C (n. red.)
10: 0,4 nmol TraOshort (n. red.)
Abbildung 13: SDS-PAGE der TraO-Varianten mit anschließender Coomassie-Färbung. Im linken Gel
wurden die Proben mit 5×PPP versetzt und somit reduziert (red.), rechts wurden
die Proben mit 5×PPP (ohne β-Mercaptoethanol) versetzt und somit nicht reduziert
(n. red.).
500 µl der drei verschiedenen TraO-Varianten wurden mit einer Konzentration von 4mg/ml auf die Säule
geladen. In den Chromatogrammen (Abbildung 14,15,16) sind je zwei gut separierte Peaks erkennbar.
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Abbildung 14: Chromatogramm der SEC von TraO-126. Die Flächen unter den Peaks wurden zur Be-
rechnung der prozentualen Anteile an Monomeren und Dimeren verwendet. Diese werden
in Tabelle 11 verglichen.
Abbildung 15: Chromatogramm der SEC von TraO-SQE. Die Flächen unter den Peaks wurden zur Be-
rechnung der prozentualen Anteile an Monomeren und Dimeren verwendet. Diese werden
in Tabelle 11 verglichen.
Abbildung 16: Chromatogramm der SEC von TraO-S7C. Die Flächen unter den Peaks wurden zur Be-
rechnung der prozentualen Anteile an Monomeren und Dimeren verwendet. Diese werden
in Tabelle 11 verglichen.
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Das dimere Kontrollprotein TraO-S7C verteilt sich zum überwiegenden Teil im ersten Peak. Die vorgela-
gerte Schulter deutet auf oligomere TraO-Komplexe hin. In dem zweiten Peak sollten sich die Monomere
der jeweiligen TraO-Varianten beﬁnden. Anhand der berechneten Flächen der beiden Peaks wurde eine
vorgenommen und in Tabelle 11 dargestellt. Oligomere wurden nicht berücksichtigt. Vergleicht man die
Tabelle 11: Vergleich der Peaks aus den drei Chromatogrammen der SEC von TraO-126, TraO-SQE und
TraO-S7C
TraO-126 TraO-SQE TraO-S7C
Peak 1 Ve =29,75ml Ve =29,83ml Ve =29,78ml
A=133,89ml×mAU A=84,34ml×mAU A=259,40ml×mAU
28,9% 21,4% 84,8%
Peak 2 Ve =35,18ml Ve =35,30ml Ve =35,30ml
A=313,66ml×mAU A=310,16ml×mAU A=46,42ml×mAU
71,1% 78,6% 15,2%
Peaks der einzelnen Chromatogramme miteinander, entfallen für TraO-126 71,1% auf Monomere, für
TraO-SQE 78,6% auf Monomere und für TraO-S7C 15,2% auf Monomere. Aus den Daten der Grö-
ßenseparation geht hervor, dass mit TraO-SQE eine Variante erzeugt werden konnte, die eine deutlich
verringerte Dimerisierungsneigung hat. Da TraO-SQE, wie sich später zeigte (3.2.1), eine vergleichbare
Aﬃnität zu TraN besitzt wie TraO-126, wurde es für alle weiteren Versuche verwendet.
3.1.4 Minimierung des TraN-Bindemotivs für technologische Anwendungen
Das TraN-Bindemotiv wurde mit dem Ziel der Minimierung und Anwendungsoptimierung sukzessive
verkürzt und die Auswirkungen verschiedener Modiﬁkationen auf die TraO-Bindung wurden untersucht.
In das pRRSET-5b-TraNfull-TEV-GFP-HIS-Plasmid (3.1.2) wurden anstelle des TraNfull sieben weitere
TraN-Varianten kloniert. Die Sequenz der erzeugten Fusionsproteine geht aus Abbildung 17 hervor.
Abbildung 17: Schematischer Aufbau des TraNfull-GFP-Fusionsproteins. Hervorgehoben sind die C- und
N- terminale Verkürzung der TraN-Sequenz (rot) und die vorgenommenen Mutationen in
der TraN-Sequenz (blau).
Dabei wurde TraN N-terminal um 6 Aminosäuren verkürzt (TraNshortN), C-terminal um 10 Ami-
nosäuren verkürzt (TraNshortC) und N- und C-terminal verkürzt (TraNshortNC). In der beidseitig
verkürzten Variante wurde weiterhin an Position 12 Tryptophan gegen Alanin (TraNshortNC-W12A)
und an Position 18 Valin gegen Alanin (TraNshortNC-V18A) ausgetauscht. Anders als bei TraO ent-
spricht in diesem Fall die Nummerierung der Aminosäuren dem hier verwendeten Konstrukt. Eine
weitere Anpassung stand im Zusammenhang mit einer in der TraN-Sequenz festgestellten möglichen
N-Glykosylierungsstelle (N-X-S/T). Da das betroﬀene Asparagin an Position 19 innerhalb des konser-
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vierten Bindemotivs P-V-N-K liegt, ist es wahrscheinlich, dass sich die posttranslationale Modiﬁkation
negativ auf das Bindeverhalten gegenüber TraO auswirkt. Durch einen Austausch des Threonins an Posi-
tion 21 durch Alanin konnte der für die TraO-Wechselwirkung kritische Bereich unverändert bleiben und
gleichzeitig dessen Glykosylierung ausgeschlossen werden. Von dieser nicht-glykosylierten TraN-Variante
wurden ein Maximal- (TraNfull-T21A) und ein Minimalkonstrukt (TraNshortNC-T21A) hergestellt. Die
TraN-Varianten sind in Abbildung 18 als Aminosäuresequenz und 19 als Proteinstrukturmodell darge-
stellt.
Abbildung 18: Die Aminosäuresequenzen der verschiedenen TraN-GFP-Fusionsproteine. Deletierte Be-
reiche sind durch Punkte dargestellt, gleiche Aminosäuren als Raute und Aminosäuremo-
diﬁkationen als Einbuchstabencode.
Abbildung 19: Proteinstrukturmodell von interagierendem TraO (blau) und TraN (orange) modelliert
mit der PyMOL-Software (A). Im TraN sind die modiﬁzierten Aminosäuren hervorgeho-
ben (B), N- und C- terminale Deletionen (rot), sowie die Aminosäureaustausche (hell-
blau)(Anmerkung: Bei TraN fehlt der C-terminus im Vergleich zum Volllängenkonstrukt,
es kann nur eine verkürzte Variante dargestellt werden).
3.1.5 Identiﬁkation einer zusätzlichen Faktor Xa-Spaltstelle im TraN-Peptid
Bei Versuchen zur Aufreinigung von Zytokinen unter Verwendung von TraN (3.3.6) wurde festgestellt,
dass TraNfull eine zusätzliche, unspeziﬁsche Faktor Xa-Proteasespaltstelle enthält. Die beiden Fusions-
proteine TraNfull-GFP und TraNshortC-GFP wurden mit verschiedenen Mengen FaktorXa inkubiert
und in der SDS-PAGE analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 und 21 dargestellt.
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M: Unstained MW Marker
1: 0,3 nmol TraNfull-GFP
2: 0,3 nmol TraNfull-GFP + 1U FXa
3: 0,3 nmol TraNfull-GFP + 0,5U FXa
4: 0,3 nmol TraNfull-GFP + 0,25U FXa
5: 0,3 nmol TraNfull-GFP + 0,125U FXa
Abbildung 20: SDS-PAGE der Spaltung des TraNfull-Fusionsproteins mit unterschiedlichen Mengen Fak-
torXa und anschließender Coomassie-Färbung.
M: Unstained MW Marker
1: 0,3 nmol TraNshortC-GFP
2: 0,3 nmol TraNshortC-GFP + 1U FXa
3: 0,3 nmol TraNshortC-GFP + 0,5U FXa
4: 0,3 nmol TraNshortC-GFP + 0,25U FXa
5: 0,3 nmol TraNshortC-GFP + 0,125U FXa
Abbildung 21: SDS-PAGE der Spaltung des TraNshortC-GFP-Fusionsproteins mit unterschiedlichen
Mengen FaktorXa und anschließender Coomassie-Färbung.
Die Inkubation mit FaktorXa führt mit dessen steigender Konzentration zur Abnahme der TraNfull-
GFP-Menge. Gleichzeitig erscheint eine neue Proteinbande mit leicht verringertem Molekulargewicht
in der SDS-PAGE. Die TraNfull-GFP-Bande liegt bei etwa 36 kDa, die infolge der FaktorXa-Splatung
entstehende Bande liegt bei etwa 33,5 kDa und somit nur knapp über der Proteinbande der zugegebenen
Protease. Wird diese Inkubation mit TraNshortC-GFP durchgeführt, so bleibt die Proteinmenge im
Größenbereich von 35 kDa konstant, einzig die Zunahme der FaktorXa-Menge ist erkennbar.
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3.2 Charakterisierung der Bindungseigenschaften der TraN- und TraO-Derivate
3.2.1 Funktionelle Überprüfung des rekombinant erzeugten TraO
Die verschiedenen TraO- und TraN-Derivate wurden als gereinigte Proteinpräparationen hinsichtlich
ihrer Bindungseigenschaften eingehend analysiert. Einerseits musste die funktionelle Integrität des in
vitro rückgefalteten TraO-Proteins überprüft werden. Andererseits galt es, Informationen über die Bin-
dungskinetik der TraN-Volllängenvariante gegenüber TraO-126 bzw. TraO-SQE zu gewinnen. Anhand
eines TraO-Pull-Down-Experiments mit immobilisiertem TraN-GFP sollte überprüft werden, ob ein aus-
reichend hoher Anteil des rekombinant hergestellten TraO-Proteins in der korrekten Struktur vorliegt,
welche die Bindung an das TraN-Peptid ermöglicht.
Abbildung 22: Komponenten des TraO-Pull-Down auf Ni-NTA-Matrix. TraNfull-GFP wird über sei-
nen His-Tag an Ni-NTA gebunden und anschließend mit TraO inkubiert. Beide Proteine
interagieren miteinander und können gemeinsam eluiert werden.
Hierzu wurde TraNfull-GFP über Polyhistidin an eine Ni-NTA-Matrix gebunden und mit einer Konzen-
trationsreihe von TraO-126 bzw. TraO-SQE inkubiert. Die Proteine wurden von der Gelmatrix eluiert und
per SDS-PAGE analysiert. Durch densitometrische Auswertung der Gele mit Hilfe des Programms Gel-
Analyser konnte eine Quantiﬁzierung der molaren Verhältnisse zwischen TraO und TraN vorgenommen
werden (Abbildung 23).
63
Abbildung 23: Darstellung der molaren Verhältnisse im TraO-Pull-Down-Experiment mit auf Ni-NTA-
Matrix immobilisiertem TraNfull-TEV-GFP-HIS (TraNfull-GFP)
Aus dieser Analyse lässt sich feststellen, dass bei einer angebotenen Menge von 0,2 nmol TraO eine Sät-
tigung in der Bindung an das immobilisierte TraNfull-GFP (0,2 nmol) eintritt. Unter Berücksichtigung
von möglichen Verlusten durch partielle Dissoziation von TraO-Molekülen während der Waschschrit-
te des Pull-Down-Protokolls belegt das Ergebnis, dass mindestens 80% des erzeugten TraO-126 bzw.
TraO-SQE eine Bindung zu TraNfull herstellen und damit korrekt gefaltet vorliegen. Da es bei geringen
Zugabemengen zu einer quasi äquimolaren Bindung von TraO und TraNfull-GFP kommt, ist davon aus-
zugehen, dass beide TraO fast komplett richtig gefalten vorliegen und an TraN binden. TraO-126 und
TraO-SQE unterscheiden sich in drei Aminosäuren, die außerhalb des TraN-Erkennungsbereichs liegen.
Da die vorliegenden Ergebnisse bestätigen, dass die in TraO-SQE eingebrachten Veränderungen keine
negativen Auswirkungen auf die strukturelle bzw. funktionelle Konformität des Proteins haben, gleich-
zeitig aber eine geringere Dimerisierungsneigung bei dem TraO-SQE belegt wurde (3.1.3), wurden alle
weiteren Arbeiten lediglich mit TraO-SQE fortgeführt.
3.2.2 Evaluierung der Bindungsintensitäten der erzeugten TraN-Varianten gegenüber TraO-SQE
Ein weiteres Pull-Down-Experiment diente dazu, eine erste Einschätzung der Bindungsintensitäten der
erzeugten TraN-Varianten gegenüber TraO-SQE zu erhalten. Die acht TraN-Varianten wurden über Po-
lyhistidin an Ni-NTA-Beads gebunden und mit TraO-SQE im 5-fach molaren Überschuß inkubiert. Nach
einem Waschschritt wurde das auf der Matrix gebundene Protein mit Imidazol eluiert und per SDS-
PAGE mit anschließender Coomassie-Färbung analysiert. Die im Gel ersichtlichen Bandenintensitäten
von TraO-SQE und dem jeweiligen TraN-Fusionsprotein wurden mit Hilfe des Programms GelAnalyser
densitometrisch quantiﬁziert. Um daraus eine Abschätzung zu den jeweiligen Proteinmengen vornehmen
zu können, wurden in einer parallel mitgeführten SDS-PAGE deﬁnierte Mengen an TraO-SQE (0,05
bis 0,15 nmol) und TraNshortN-GFP-HIS (0,04 bis 0,24 nmol) je fünf Mal aufgetragen. Mit GelAna-
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lyser wurden die Intensitäten ermittelt, gegen die dazugehörigen Proteinmengen aufgetragen und eine
Kalibriergerade erstellt (Abbildung 24).
Abbildung 24: Darstellung der ermittelten Intensitäten in Abhängigkeit der aufgetragen Proteinemengen
und dazu gehörige Kalibriergeraden zur Abschätzung von Proteinmengen auf SDS-Gelen;
links: für TraO-SQE; rechts: für TraNshortN-TEV-GFP-HIS
Die Ni-NTA-Matrix wurde zunächst mit je 0,2 nmol der verschiedenen TraN-Fusionsproteine inkubiert.
Diese wurden anschließend alle mit je 1nmol TraO-SQE versetzt, gewaschen und schlussendlich von
der Ni-NTA-Matrix eluiert. Die Bandenintensitäten der Elutionsfraktionen wurden in der SDS-PAGE
bestimmt. Mit Hilfe der Eichgeraden wurden daraus die Proteinmengen der acht verschiedenen TraN-
Fusionsproteine sowie TraO-SQE errechnet und in Abbildung 25 dargestellt.
Abbildung 25: Vergleich der Bindungsintensitäten der TraN-Varianten gegenüber TraO-SQE. Dar-
stellung der molaren Bindungsverhältnisse von TraO-SQE zu den verschieden TraN-
Varianten, errechnet aus den Intensitäten der Proteinbanden der SDS-PAGE und den
ermittelten Regressionsgleichungen.
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Die Analyse im Anschluss an das Pull-Down-Experiment (Abbildung 25) ergab für das immobilisierte
TraNfull-GFP, dass eine quasi äquimolare Menge an TraO-SQE präsent war (berechnetes Verhältnis
TraO-SEQ/TraNfull: 106%). Die C-terminale Verkürzung von TraN wirkt sich nicht auf die Bindungsei-
genschaften aus (TraO-SQE/TraNshortC-GFP 105%). Die N-terminal verkürzte Variante TraNshortN-
GFP und das beidseitig reduzierte Minimalkonstrukt TraNshortNC zeigen hingegen ein stark verringer-
tes Bindevermögen für TraO (TraO-SQE/TraNshortN-GFP 36%, TraO-SQE/TraNshortNC-GFP 35%).
Die punktuellen Austausche von Aminosäuren innerhalb des N- und C-terminal verkürzten Konstrukts
zeigten noch größere Verluste bei dem am immobilisierten TraN noch verbliebenen TraO-Protein. So
erbrachte der Austausch von Threonin ein molares Verhältnis von 22% und die Valin-Austauschvariante
ein Verhältnis von 14%. Beim Austausch von Tryptophan an Position 12 ﬁndet so gut wie keine Bindung
mehr statt (TraO-SQE/TraNshort-W12A-GFP: 3%). Deshalb wurde diese Variante in den folgenden
Versuchen nicht mehr verwendet.
3.2.3 Evaluierung des Bindeverhaltens der TraN-Derivate gegenüber TraO-SQE (Anreicherung
von TraN-Fusionsproteinen mit TraO-Gelmatrix)
Mit kovalent an eine Aﬃgel-Festphase immobilisiertem TraO-SQE wurde eine weitere Abschätzung der
Aﬃnität zu den verschiedenen TraN-Varianten vorgenommen. Als Modellversuch wurde ein Pull-Down
mit den zuvor beschriebenen TraN-GFP-Varianten (3.1.4) an zuvor hergestellte TraO-SQE-Matrix durch-
geführt. Das Fusionsprotein TraNshortNC-W12A-TEV-GFP-HIS wurde nicht weiter mitgeführt. Aus der
Ausgangsprobe sowie den Überständen des Pull-Down wurden die Fluoreszenzintensitäten (FI) quantiﬁ-
ziert. Damit war eine Abschätzung zu den jeweiligen Proteinmengen und zur Funktionalität des gebunde-
nen GFP-Derivats möglich. Die gewonnenen Daten liefern Informationen darüber, welche TraN-Variante
im Hinblick auf Anreicherung die besten Eigenschaften aufweist. In Ansätzen von je 200 µl wurden die
vorgelegten TraN-GFP Proben an die TraO-Matrix gebunden. Da vermutet wird, dass sowohl die Bin-
dung als auch die Elution des TraN an TraO-Matrix langsam abläuft, wurde für das Pull-Down eine
Inkubationszeit von 1 h bei RT gewählt. Abbildung 26 zeigt die gemessenen FI der jeweiligen TraN-GFP
Varianten vor und nach der Inkubation mit der Matrix. Aus der Diﬀerenz der FI der Ausgangsprobe und
der verbleibenden FI im Überstand nach TraO-Matrix-Inkubation lässt sich der Anteil an gebundenem
Fusionsprotein errechnen.
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Abbildung 26: Darstellung der Fluoreszenzintensitäten der TraN-GFP-Derivatlösungen vor und nach
Inkubation mit TraO-SQE-Matrix
In der ﬂuorimetrischen Quantiﬁzierung (Abbildung 26) zeigte sich, dass der weit überwiegende Teil
des Volllängenkonstrukts TraNfull-GFP mit der TraO-Marix aus der Probe extrahiert werden konn-
te, während für die Valin-Austauschvariante eine niedrige Bindungstendenz an das immoblisierte TraO
festzustellen war. Die anderen TraN-Fusionsproteine lagen im Hinblick auf ihr Bindeverhalten graduell
zwischen diesen beiden Varianten. Bei den Varianten TraNshortC-GFP und TraNfull-T21A-GFP lag
der Matrix-gebundene Anteil nur unwesentlich unter dem des TraNfull-GFP. Alle N-terminal verkürzten
TraN-Derivate lieferten erhöhte Anteile des jeweils ungebundenen GFP-Fusionsproteins.
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3.3 TraN zur aﬃnitätschromatographischen Reinigung rekombinanter Fusionsproteine am
Beispiel humaner Zytokine aus E. col i
Der überwiegende Teil der bekannten Zytokine wird aufgrund seiner geringen Größe rekombinant aus
E. col i gewonnen. Die Proteine werden entweder löslich gebildet oder in Form von unlöslichen IB ge-
wonnen, aus denen sie anschließend durch speziﬁsch abgestimmte Rückfaltungsprotokolle in ihre native
Form überführt werden. Die chromatographische Reinigung kann entweder auf Grundlage der intrinsi-
schen proteinbiochemischen Eigenschaften des jeweiligen Zytokins (Molekulargewicht, Hydrophobizität,
pI) oder unter Verwendung angefügter Aﬃnitätstags erfolgen. Häuﬁg ist eine anschließende Abspaltung
der angefügten Tag-Sequenzen wünschenswert, damit die rekombinant erzeugten Zytokine insbesonde-
re im Hinblick auf Funktionalität und Bioverfügbarkeit weitestgehend identisch zu ihren natürlichen
Vorbildern sind.
3.3.1 Anreicherung von TraN-Fusionsprotein als Bestandteil eines komplexen Proteingemisches
an einer TraO-Matrix
Zunächst sollte nachgewiesen werden, dass TraO und TraN speziﬁsch miteinander interagieren und eine
Extraktion von TraNfull aus komplexen Gemischen möglich ist. TraO-SQE wurde an Aﬃgel-Matrix
immobilisiert und das TraNfull-GFP aus dem Zelllysat (ZL) isoliert. Die Matrix wurde mit dem Lysat
inkubiert, gewaschen und der Überstand verworfen. Anschließend wurden der Matrix PBS und SDS-
Probenpuﬀer zugegeben und der Überstand in der SDS-PAGE analysiert.
M: Unstained MW Marker
1: 0,3 nmol gereinigtes TraNfull-GFP
2: 0,3 nmol gereinigtes TraO-SQE
3: 20µl ZL BL21(DE3)-transformiert mit
pRSET-TraNfull-TEV-GFP-HIS
4: 20µl Überstand des ZL nach Inkubation
mit TraO-Matrix
5: 2µl TraO-Matrix
6: 2µl TraO-Matrix inkubiert mit ZL
Abbildung 27: SDS-PAGE der Extraktion von TraNfull-GFP an TraO-Matrix aus einem E. col i
BL21(DE3)-ZL.
Das Gel der SDS-PAGE (Abbildung 27) zeigt für die in den Kontrollspuren laufenden, chromatogra-
phisch gereinigten Proteine Größen von 35 kDa für TraNfull-GFP und 16 kDa für TraO. Das in Spur 3
aufgetragene ZL des mit TraNfull-GFP transformierten BL21(DE3) zeigt ein typisches Bandenmuster
eines bakteriellen ZL, in welchem die dominante Bande in Höhe von 35 kDa für TraNfull-GFP läuft.
Nach der Inkubation der Matrix ist diese Bande in der mobilen Phase nicht mehr dominant. Dafür wur-
de auf der Matrix TraNfull-GFP speziﬁsch angereichert (Spur 6). Neben diesem Protein sind im Gel nur
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wenige andere Proteine als schwache Banden erkennbar. Bei Analyse der Matrix ist eine schwache Bande
in Höhe des TraO erkennbar. Dieses Experiment belegt, dass eine Anreicherung von TraN-markiertem
Fluoreszenzprotein an immobilisiertem TraO möglich ist.
3.3.2 Identiﬁzierung der Elutionsbedingungen zur Aufhebung der reversiblen
TraO/TraN-Interaktion
Im nächsten Schritt wurde untersucht, wie die gebundenen TraN-GFP-Proteine durch eine Auswahl von
niedermolekularen Zusätzen von der TraO-Matrix abgelöst werden können, ohne dabei die Funktionali-
tät des GFPs zu beeinträchtigen. Wie in 3.2.3 beschrieben, wurden die TraN-Fusionsproteine an einer
TraO-Matrix angereichert. Im Anschluss erfolgten Elutionsversuche mit verschiedenen Puﬀern um zu
ermitteln, welche TraN-Variante im Hinblick auf die Eluierbarkeit die besten Eigenschaften aufweist.
Die Ansätze wurden nach der Inkubation und zweimaligem Waschen in PBS-T zur Elution mit den
jeweiligen Puﬀern inkubiert. Es wurde für die Elution eine Inkubationszeit von 1 h gewählt, um eine
vollständige Elution des TraN von der TraO-Matrix zu ermöglichen. Zur Aufhebung der Peptid-Protein-
Wechselwirkung wurde zum einen das chemische Milieu im Allgemeinen durch einen hohen Salzgehalt
(PBS, 1M NaCl) und niedrigen pH-Wert (Glycin pH2,0) verändert. Zusätzlich wurden Valin (0,5M)
und 2-Propanol (20% (v/v)) als potenzielle Eluenten untersucht, die als Strukturanaloga zu dem für
die TraO/TraN-Interaktion zentralen Valin gelten können. Als weiteres wurde Arginin aufgrund seiner
bekannten Eigenschaft als Protein-Aggregationshemmer bzw. Stabilisator eingesetzt. Die zunächst ex-
plorative Untersuchung enthielt fünf Puﬀeransätze, in denen die angegebenen Substanzen teilweise in
Kombination vorlagen. Zum Zwecke der Kontrolle wurde in einem parallelen Ansatz die Elution durch
Kompetition mit einem synthetisch erzeugten, verkürzten TraN-Peptid (AS 23 - 39) untersucht. Tabelle
12 zeigt die mit den eingesetzten Puﬀern von der Matrix eluierten Fluoreszenzintensitäten.
Tabelle 12: Vergleich der Fluoreszenzintensitäten (willkürliche Einheit) für die Elution der verschied-
nen TraN-GFP-Derivate. Für die jeweiligen Elutionspuﬀer sind die Ergebnisse in je zwei
Spalten dargestellt. In der linken Spalte sind die errechneten Fluoreszenzintensitäten dar-
gestellt, wobei rot hinterlegte Felder eine niedrige und grün hinterlegte Felder eine hohe
Fluoreszenzintensität bedeuten. In der rechten Spalte wurde errechnet, welcher Anteil an
gebundenem TraN-GFP aus 3.2.3 mit dem jeweiligen Puﬀer von der Matrix eluiert wurde.
Rot hinterlegte Felder zeigen niedrige Werte, hohe Elutionsausbeuten sind blau hinterlegt.
Die ermittelten Fluoreszenzintensitäten (Tabelle 12) unter der Nutzung verschiedener Puﬀeransätze
zeigen sehr unterschiedliche Elutionsausbeuten. Zu berücksichtigen ist die Menge an jeweils gebun-
denem TraN-Fusionsprotein (3.2.3). Alle TraN-GFP-Varianten wurden nahezu vollständig mit Argi-
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nin / 2-Propanol-Ansatz von der Matrix eluiert. Besonders hoch ist der Wert für die Elution der Valin-
Austauschvariante (170%), die kaum an TraO bindet. Es handelt sich vermutlich um einen Messfehler im
unteren Bereich der Detektionsgrenze. Die Valin-Austauschvarinte wird von allen Puﬀeransätzen - außer
mit Glycin - vollständig eluiert. Nach der Inkubation mit Glycin ist keines der TraN-Fluoreszenzproteine
im Überstand detektierbar. Hierbei muss angemerkt werden, dass die Fluoreszenzaktivität von GFP in
Glycin pH2,0 verloren geht. Bei den Elutionsversuchen wurden die Glycin-Eluate deshalb mit 2M Tris
pH8,0 neutralisiert. In einem Vorexperiment konnte durch Neutralisation des pH-Wertes mit 1/10 vol.
2M Tris pH8,0 die Fluoreszenzaktivität von TraNfull-GFP größtenteils wiederhergestellt werden. Im
Anschluss zeigte sich jedoch, dass nach längerer Inkubation in Glycinpuﬀer (1 h) die ﬂuorophore Struk-
tur des GFP nicht wieder hergestellt werden kann. Bei Inkubation der Matrix mit PBS-T und NaCl
wurden vergleichbare Mengen der jeweiligen TraN-Varianten von der Matrix gelöst, wobei PBS-T etwas
mehr Protein von der Matrix löst als NaCl. Die TraN-Volllängenvariante und das C-terminal verkürzte
TraN verbleiben nahezu vollständig auf der Matrix, die Volllängenvariante ohne Glycosylierungsstelle
wird wenig gelöst. 15 - 22% der beiden N-terminal verkürzten TraN-Varianten ohne Aminosäureaus-
tausch werden bei der Inkubation der Festphase durch PBS-T bzw. NaCl gelöst. Das verkürzte TraN
ohne Glycosylierungsstelle wird durch PBS-T bzw. NaCl deutlich von der Matrix gelöst (43% bzw.
32%). Der Arginin/Valin-Puﬀer löst etwa ein Drittel der an die TraO-Matrix gebundenen TraNfull-,
TraNshortC und TraNfull-T21A-Fusionsproteine von der Matrix. Die N-terminal verkürzten Varianten
TraNshortN-GFP, TraNshortNC-GFP und TraNshortNC-T21A-GFP wurden besser von der Matrix ge-
löst (55 - 64%). Ein Teil des Fusionsproteins blieb, außer bei der Valin-Austauschvariante, immer am
Sorbens. Mit dem verkürzten TraN-Peptid konnten nur geringe Mengen der Volllängen- und C-terminal
verkürzten Variante (10% bzw. 11%) und ein Viertel der nichtglykosylierten Volllängenvariante gelöst
werden. Die drei verbliebenen Konstrukte konnten etwa zur Hälfte eluiert werden (41 - 53%), die an-
dere Hälfte blieb auf der Matrix. Da mit dem Arginin / 2-Propanol-Puﬀer besonders hohe Ausbeuten
erzielt werden konnten, wurden die Komponenten des Puﬀers etwas genauer untersucht. Dafür wurde
TraN-GFP an die TraO-Matrix gebunden und mit fünf verschiedenen Puﬀeransätzen inkubiert. Dabei
wurde der Arginin / 2-Propanol-Puﬀer modiﬁziert. Zum einen wurden Puﬀerkombinationen ohne Arginin
verwendet. Außerdem wurde die 2-Propanol-Konzentration im Puﬀer auf 5% herabgesetzt und Ethanol
statt 2-Propanol verwendet. Die Elutionsergebnisse sind in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Vergleich der Fluoreszenzintensitäten für die Elution von TraNfull-GFP mit verschiedenen
Puﬀern. Der blaue Balken bildet den errechnete Anteil an gebundenem Fluoreszenzprotein
ab. Daneben sind in rot die errechneten Fluoreszenzintensitäten der verschiedenen Puﬀer,
in denen inkubiert wurde, dargestellt.
Der Arginin / 2-Propanol-Puﬀer, in der bisherigen Zusammensetzung (0,5M Arginin / 20% 2-Propanol),
war der einzige Puﬀer, der das Protein vollständig von der Matrix löst (siehe Abbildung 28). Wurde 2-
Propanol durch Ethanol ersetzt, so konnte etwas mehr als die Hälfte des Fusionsproteins eluiert werden.
Ein ähnliches Ergebnis konnte beobachtet werden, wenn die Konzentration des 2-Propanols auf 5%
gesenkt wird. Bei Inkubation mit Puﬀern ohne Arginin, war nur noch etwa ein Viertel des TraNfull-GFP
von der Festphase im Überstand nachweisbar. Das gilt für Puﬀer mit 20% 2-Propanol und ebenso für
Puﬀer mit 5% 2-Propanol. In allen folgenden Versuchen wurde auf Grund der Ergebnisse mit Arginin / 2-
Propanol eluiert.
3.3.3 Bindekapazität der TraO-Matrix
Es wurde untersucht, wie viel TraNfull-TEV-GFP-HIS maximal an die hergestellte TraO-Matrix bindet.
Dazu wurden 10 µl TraO-Aﬃgel-Matrix vorgelegt und mit steigenden Konzentrationen an TraNfull-GFP
(5 -100 µg) inkubiert. Nach einstündiger Inkubation wurde die Fluoreszenzintensität der Überstände
ermittelt und daraus der Anteil an gebundenem Protein errechnet. Die vorgelegten und gebundenen
Proteinmengen wurden im Diagramm in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Bestimmung der Bindekapazität der TraO-Matrix. Die Matrix wurde mit einer TraNfull-
GFP-Konzentrationsreihe inkubiert und aus der FI des Überstandes gebundener und un-
gebundene Anteil errechnet.
Bis zu einer Menge von etwa 50 µg TraNfull-GFP interagierte das angebotene Fluoreszenzprotein fast
vollständig mit der Festphase und die Kurve im Diagramm verläuft linear. Oberhalb dieser Proteine-
menge erreichte die Bindekapazität der Matrix ihre Sättigung. Bei einer angebotenen Menge von 100µg
Fluoreszenzprotein wurden etwa 62µg an die Matrix gebunden. Somit beträgt die Bindungskapazität
der Matrix für TraNfull-GFP mindestens 6µg/µl, was etwa 200nmol/ml entspricht.
3.3.4 Wiederverwendbarkeit der TraO-Matrix
Es wurde untersucht, ob die TraO-Aﬃnitätsmatrix nach Elution des TraNfull-Fusionsproteins regene-
rierbar und wiederverwendbar ist. Dazu wurde wie in 3.2.3 und 3.3.2 beschrieben TraNfull-GFP an die
Matrix gebunden und mit Arginin / 2-Propanol-Puﬀer von der Matrix eluiert. Die Matrix wurde nach
Regeneration wieder mit TraNfull-GFP beladen und eluiert. Zur Regeneration wurde die Matrix nach
der Elution mit Glycin pH2,0 und anschließend drei Mal mit PBS-T gewaschen, zentrifugiert und die
Überstände verworfen.
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Abbildung 30: Evaluierung der Wiederverwendbarkeit der TraO-Matrix. Die Matrix wurde je fünfmal
mit TraNfull-GfP inkubiert, eluiert und regeneriert.
Die Fluoreszenzintensitäten wurden aus den wässerigen Lösungen ermittelt. Beladung, Elution und Rege-
neration wurden insgesamt je fünf mal durchgeführt und die gemessenen und berechneten durchschnitt-
lichen Fluoreszenzen graphisch dargestellt (Abbildung 30). Die Menge an gebundenem und elutiertem
Fusionsprotein mit erneuter Verwendung der regenerierten Matrix nimmt geringfügig ab. In diesem Ver-
such wurde weniger eluiertes TraNfull gemessen, als nach den Berechnungen an die Matrix gebunden
hat. Ein geringer Anteil verbleibt bei der Elution auf der Matrix.
3.3.5 Steigerung der Expressionsausbeuten schlecht exprimierbarer Zytokine durch die
N-terminale Fusion von TraN
Dem Labor lagen einige Expressionskonstrukte mit wildtypischen (wt) cDNA-Sequenzen für Zytokine vor,
mit denen sich in E. col i nur eine unzureichende bzw. kaum nachweisbare Proteinsynthese erzielen ließ.
Von diesen humanen Proteinen wurde der Makrophagen-Wachstumsfaktor (human murine macropha-
ge colony-stimulating factor, hM-CSF), der Granulozyten-Wachstumsfaktor (human granulocyte colony-
stimulating factor, hG-CSF) und der Fibroblasten-Wachstumsfaktor-9 (human ﬁbroblast frowth factor-9,
hFGF-9) ausgewählt, um zu untersuchen, ob durch Modiﬁkation der Expressionskassette eine Verbesse-
rung der Expressionsrate erzielt werden kann. Zusätzlich wurde der humane Tumornekrosefaktor-alpha
(hTNF-α) als Fallbeispiel mitgeführt, von dem bekannt war, dass er in E. col i eﬃzient exprimiert wird
(S. Krause, persönliche Kommunikation). Mittels PCR wurden die für die Zytokine codierenden cDNA-
Sequenzen am 5` Ende so erweitert, dass eine N-terminale Fusion der TraN-Sequenz (ASWT 17 - 48) an
den resultierenden Proteinen hergestellt wurde (Abbildung 31). Statt der bisher verwendeten TEV-
Proteasespaltstelle (3.1.2) wurde eine Faktor Xa-Proteasespaltstelle eingefügt, dadurch kann der Tag
posttranslational vollständig vom Zytokin abgespalten werden.
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Abbildung 31: Schematischer Aufbau eines TraN-markierten Zytokins. Zwischen der C-teminalen
TraNfull-Sequenz und den N-terminalen Sequenzen für verschiedene Zytokine wurde ei-
ne Linker-Sequenz und eine FaktorXa-Splatstelle kloniert. Die Konstrukt werden in ein
pRSET-5b-Plasmid kloniert und zur Expression gebracht.
Die kodierenden Sequenzen wurden in den Vektor pRSET-5b ligiert und in BL21(DE3) zur Expression
gebracht. Zum Vergleich wurde in demselben Stamm eine Expressionsanalyse der ursprünglichen Plasmi-
de pRSET-hM-CSF, pRSET-hG-CSF, pRSET-hFGF-9 und pRSET-hTNF-α ohne das aminoterminale
TraN durchgeführt (Abbildung 32).
Abbildung 32: Vergleich der Expressionsausbeuten wildtypischer und modiﬁzierter Zytokine  Ver-
gleich von ungetaggten mit ihren korrespondieren TraN-fusionierten Konstrukten in einer
SDS-PAGE-Auftrennung mit anschließender Coomassie-Färbung. Die vier Zytokine hM-
CSF (A); hG-CSF (B), hFGF-9 (C) und hTNF-α (D) wurden als wildtypische (wt) und
TraN-fusionierte (TraN-Fus) pRSET-5b-Plasmidkonstrukte in E. col i BL21(DE3) trans-
formiert und der unstimulierte Zustand (-) mit der Induktion durch IPTG (+) verglichen.
Die Markierungen zeigen die durch die Induktion entstandenen Banden.
Bei den Transformanten der ursprünglichen Expressionsplasmide pRSET-hM-CSF, pRSET-hG-CSF und
pRSET-hFGF-9 zeigte sich keine Expression in der SDS-PAGE. Demgegenüber war bei den TraN-
getaggten Derivaten von hM-CSF, hG-CSF und hFGF-9 eine deutliche Expression festzustellen. Nach
dreistündiger Induktion sind Proteinbanden im Größenbereich von 27 kDa für TraN-hM-CSF, 23 kDa
für TraN-hG-CSF, 30 kDa für TraN-hFGF-9 und 24 kDa für TraN-hTNF-α nachweisbar (Abbildung 32
A -D). Diese entsprechen in etwa den berechneten Größen der Proteine: 22,8 kDa für TraN-hM-CSF,
23,1 kDa für TraN-hG-CSF, 27,7 kDa für TraN-hFGF-9 und 21,3 kDa für TraN-hTNF-α. Für den hTNF-
α lieferte das wildtypische Expressionskonstrukt eine bessere Expression im Vergleich zur N-terminalen
TraN-Fusion.
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3.3.6 Realisierung einer hochspeziﬁschen Aufreinigung von TraN-Zytokin-Fusionsproteinen
Zytokine mit N-terminal fusioniertem TraN-Peptid wurden an einer TraO-Matrix aﬃnitätschromato-
graﬁsch gereinigt und eluiert. Die drei Proteine TraN-hM-CSF, TraN-hG-CSF und TraN-hFGF-9 (3.3.5)
wurden nach der Expression in Inclusion Bodies und Zelllysat getrennt. TraN-hM-CSF und TraN-hG-CSF
lagen sowohl in IB, als auch löslich im ZL vor. TraN-hFGF-9 bildete keine IB und lag ausschließlich im ZL
vor. 100mg IB von TraN-hM-CSF und TraN-hG-CSF wurden solubilisiert, denaturiert und durch Zugabe
von Standard-Rückfaltungs-Puﬀer zurückgefalten. Alle Proteinlösungen wurden gegen das einhundertfa-
che Volumen PBS dialysiert und geklärt. Die TraO-Matrix wurde anschließend mit den fünf verschiedenen
Proteinlösungen inkubiert und nach dreimaligem Waschen mit PBS-T mit Arginin / 2-Propanol-Puﬀer
eluiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 dargestellt.
Abbildung 33: SDS-PAGE der Aufreinigung von TraNfull getaggten Zytokinen mit anschließender
Coomassie-Färbung. Aufgetragen wurden jeweils die Proteinlösungen vor und nach der
Inkubation mit Tra-Matrix und die Elution von TraN-hM-CSF aus IB (A); TraN-hM-CSF
aus einem E. col i-ZL (B); TraN-hG-CSF aus IB (C); TraN-hG-CSF aus einem E. col i-ZL
(D); TraN-hFGF-9 aus einem E. col i-ZL (E).
In den Spuren der aufgetragenen Proteinlösungen aus IB-Rückfaltung sind in der SDS-PAGE wieder
dominante Proteinbanden im Größenbereich von 27 kDa für TraN-hM-CSF und 23 kDa für TraN-hG-
CSF zu erkennen (Abbildung 33 A und C). Nach der Inkubation mit TraO-Matrix sind diese Banden im
Überstand der Lösungen nicht mehr nachweisbar. Die speziﬁsch an der Matrix angereicherten Proteine
konnten mit Arginin / 2-Propanol-Puﬀer eluiert werden. Dabei sind keinerlei Verunreinigungen erkenn-
bar. Im ZL der Lösungen mit den beiden genannten Targets sind deren Proteinbanden ebenfalls sichtbar,
im ZL von hFGF-9 ist eine zusätzliche Bande bei 30 kDa erkennbar. Ansonsten sind die typischen SDS-
PAGE-Bandenmuster eines bakteriellen ZL abgebildet (Abbildung 33 B, D und E). Nach der Inkubation
mit der stationären Phase sind diese Proteinbanden in den ZL immer noch oﬀensichtlich, ein Teil des
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Fusionsproteins bleibt in der Lösung. In den Elutionen sind die an der TraO-Matrix angereicherten TraN-
Fusionsproteine nachweisbar. Die Elution der Fusionsproteine war unvollständig, es kommt es zu einer
teilweisen Präzipitation auf der Matrix und so konnten nur etwa 60 - 70% der Fusionsproteine eluiert
werden (Daten nicht gezeigt). Es ist zu erkennen, dass die Aufreinigungen aus ZL keine Reinheit von
>95% aufweisen. Im weiteren Verlauf wurde TraN-hM-CSF unter Verwendung von etwa 50µl TraO-
Matrix aus IB und ZL aufgereinigt, dabei konnten jeweils etwa 200 µg Fusionsprotein gewonnen und im
anschließenden Aktivitätstest verglichen werden. TraN-hFGF-9 wurde, da bisher keine andere Prozedur
zur Herstellung eines rekombinanten Zytokins etabliert werden konnte, im Großmaßstab aufgereinigt
(10ml TraO-Matrix, Daten nicht gezeigt). Die Elution war allerdings für eine kommerzielle Weiterver-
wendung nicht ausreichend und die anschließende Abspaltung von TraN mit FaktorXa ist ineﬃzient, es
muss zu viel Protease zur Spaltung einer ausreichenden Menge des Fusionsproteins eingesetzt werden.
Ein Aktivitätstest für hFGF-9 ist nicht verfügbar.
3.3.7 Aktivität von TraN-markierten Zytokinen am Beispiel des
TraN-FX-hM-CSF-Reportergenassays
Die biologische Aktivität von TraN-hM-CSF sollte mit einem kommerziell erhältlichen hM-CSF ver-
glichen werden. Ba/F3-Zellen wurden starviert, transﬁziert und ausgesät. Die Zellen wurden dann mit
unterschiedlichen Konzentrationen hM-CSF-Referenz (1 -100ng/µl) bzw. TraN-hM-CSF aus IB und ZL
stimuliert (beide 10 -1000ng/µl), inkubiert und ein Luciferaseassay durchgeführt. Die verwendeten Kon-
strukte und die Methode wurden entwickelt und zur Verfügung gestellt von Dr. Andreas Wohlmann. Das
Ergebnis ist in Abbildung 34 dargestellt.
Abbildung 34: Bestimmung der biologischen Aktivität von TraNfull-FX-hM-CSF im Vergleich zu hM-
CSF mittels Reportergenassay auf Ba/F3-Zellen
Im Reportergenassay benötigt man mehr als die zehnfache Menge an TraN-hM-CSF um eine dem wild-
typischen hM-CSF vergleichbare Aktivität zu erreichen.
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3.4 Das TraO/TraN-System als neuer Zugang zur eﬃzienten und zielgerichteten Markierung von
Proteinen
3.4.1 TraO-Fluoreszenzprotein-Hybride zur Markierung TraN-fusionierter Rezeptoren
Lösliche Rezeptorketten können mit dem TraN-Peptid fusioniert werden, welches durch ein TraO-
Fluoreszenzprotein markiert und nachgewiesen werden kann. Dies eröﬀnet die Möglichkeit der Un-
tersuchung der Rezeptor/Zytokin-Interaktion auf mehrere Arten. Beispielsweise kann ein Zytokin auf
einer Agaroseoberﬂäche nachgewiesen werden (3.4.2). Zunächst wurden die löslichen Rezeptorketten
des murinen Koloniestimulationsfaktor 1 Rezeptors (murin colony stimulating factor 1 receptor, mc-
FMSR) und des human thymic stromal lymphopoietin-Rezeptor α-Kette (hTSLPRa) durch PCR-
Klonierungsstrategien um einen C-terminalen Polyhistidin-Tag (10×) sowie das TraNshortNC-T21A-
Peptid erweitert (Abbildung 35). Der gewünschte eukaryontische Expressionsvektor wurde durch Klo-
nierung in das pcDNA3.1-zeo-Plasmid gewonnen. N-terminal besitzen die Konstrukte ein Signalpeptid,
welches im Falle des mc-FMSR das rezeptoreigene ist, im Falle des hTSLPRa handelt es sich um das
Signalpeptid der humanen Interleukin-4Rezeptor α-Kette (hIL-4Ra). Anschließend wurden die entstan-
denen Konstrukte in HEK293T-Zellen transﬁziert und stabil exprimierende Zelllinien selektioniert. Die
Zellen wurden kultiviert, die Mediumüberstände gesammelt und die resultierenden Proteine mc-FMSR-
HIS-TraNshortNC-T21A (mc-FMSR-TraN) und hTSLPRa-HIS-TraNshortNC-T21A (hTSLPRa-TraN)
über Ni-NTA aufgereinigt und analysiert (Daten nicht gezeigt). Eine Erweiterung des löslichen Re-
zeptors um das TraNfull-T21A-Peptid wurde ebenfalls kloniert, eine stabile Zelllinie zur Herstellung
ausreichender Proteinmengen konnte nicht etabliert werden.
Abbildung 35: Schema einer löslichen Rezeptorkette mit N-terminalem Signalpeptid und C-terminal
eingefügtem 8×Histidin, sowie dem TraNshortNC-T21A, verbunden durch Linker-
Sequenzen (L). Die Konstrukte wurden in pcDNA3.1-zeo-Plasmide kloniert und zur Ex-
pression gebracht.
Zum Nachweis der löslichen Rezeptoren werden markierte TraO-Moleküle benötigt. Dazu wurde das
Konstrukt des teal ﬂuorescent protein (TFP, [121] ) aus dem Plasmid mTFP-N1 über PCR-Techniken
N- und C-terminal um die TraO-SQE-Sequenz erweitert und das entstandene Konstrukt (Abbildung
36) in einen bakteriellen Expressionsvektor kloniert. Das resultierende Plasmid pRSET-TraO-TFP-TraO
wurde in BL21(DE3) zur Expression gebracht und das entstandene Fusionsprotein in diesem Versuch als
ﬁltriertes ZL verwendet, außerdem wurde ein Teil des Proteins mittels chromatographischer Methoden
für die spätere Verwendung gereinigt.
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Abbildung 36: Schematischer Aufbau eines TraO-TFP-TraO-Fluoreszenzproteins mit den N- und C-
terminalen TraO-SQE Proteinen, welche das TFP ﬂankieren. Das Konstrukt wurde in
einen pRSET-5b-Plasmid kloniert und zur Expression gebracht.
Zunächst wurde untersucht, ob die löslichen Rezeptoren mc-FMSR-TraN und hTSLPRa-TraN gleichzeitig
ihren Liganden und TraO-TFP-TraO binden können. Dazu wurden die Rezeptoren über Polyhistidin an
Ni-NTA-Matrix gebunden und mit Rezeptor, Ligand und Sonde inkubiert. Der Versuchsablauf ist in
Abbildung 37 skizziert. Der gesamte Komplex kann eluiert und analysiert werden.
Abbildung 37: Komponenten für den Nachweis der Bindung eines Zytokins bei gleichzeitiger TraO-TFP-
TraO-Bindung an den komplementären, TraN-markierten, löslichen Rezeptor. Der gesam-
te Komplex bindet über Polyhistidin am löslichen Rezeptor an Ni-NTA-Agarosematrix
und kann gemeinsam eluiert werden.
Die Ni-NTA-Matrix wurde mit mc-FMSR-TraN bzw. hTSLPRa-TraN inkubiert und gewaschen. Danach
wurden Ansätze 30min bei RT unterschiedlich inkubiert. Als Erstes wurde ausschließlich eine äquimo-
lare Menge an murinem Macrophagen-Wachstumsfaktor (murine macrophage colony-stimulating factor,
mM-CSF) bzw. human thymic stromal lymphopoietin(hTSLP) zugesezt um die Rezeptor/Liganden-
Interaktion nachzuweisen. Im zweiten Ansatz wurde ausschließlich die TraO-TFP-TraO-Sonde zugege-
ben. Parallel wurden Ligand und Sonde gleichzeitig zugegeben. Nach der Bindung und dem erneuten
Waschen wurde mit Imidazol eluiert und die Proben in der SDS-PAGE anaylsiert (Abbildungen 38 und
39).
78
M: Unstained MW Marker
Rez: 0,1 nmol (6 µg) mc-FMSR-TraN
Zyt: 0,28 nmol (5 µg) mM-CSF
FB-ZL: 5 µl TraO-TFP-TraO-ZL
Rez-FB-Zyt:Elution, mc-FMSR-TraN
mit mM-CSF
und TraO-TFP-TraO-ZL
Rez-Zyt: Elution, mc-FMSR-TraN
mit mM-CSF
Rez-FB: Elution, mc-FMSR-TraN
mit TraO-TFP-TraO-ZL
Rez: Elution, mc-FMSR-TraN
Abbildung 38: SDS-PAGE für den Nachweis der Bindung des mM-CSF-Zytokins bei gleichzeitiger TraO-
TFP-TraO-Bindung an den löslichen Rezeptor mc-FMSR-TraN.
M: Unstained MW Marker
Rez: 0,2 nmol (6 µg) hTSLPRa-TraN
Zyt: 0,33 nmol (5 µg) hTSLP
FB-ZL: 5 µl TraO-TFP-TraO-ZL
Rez-FB-Zyt:Elution, hTSLPR-TraN
mit hTSLP
und TraO-TFP-TraO-ZL
Rez-Zyt: Elution, hTSLPRa-TraN
mit hTSLP
Rez-FB: Elution, hTSLPRa-TraN
mit TraO-TFP-TraO-ZL
Rez: Elution, hTSLPRa-TraN
Abbildung 39: SDS-PAGE für den Nachweis der Bindung des hTSLP-Zytokins bei gleichzeitiger TraO-
TFP-TraO-Bindung an den löslichen Rezeptor hTSLPRa-TraN.
Die Ergebnisse sind für beide lösliche Rezeptoren ähnlich. In den Kontrollspuren der SDS-Gele für mc-
FMSR-TraN (Abbildung 38 und 39) sind die dominanten Proteinbanden bei 60 - 100 kDa für mc-FMSR-
TraN, bei 18 kDa für mM-CSF, bei 45 - 70 kDa für hTSLPRa-TraN, bei 16 kDa für hTSLP und 50 kDa
für das TraO-Fluoreszenzprotein-Hybrid mit dem typischen Bandenmuster eines ZL im Hintergrund, zu
erkennen. Aus den Bandenintensitäten im SDS-Gel können die jeweiligen Proteinmengen an gebundenem
bzw. eluiertem Rezeptor, Ligand und gebundener bzw. eluierter Sonde abgeschätzt werden. Die vorgelegte
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Menge an mc-FMSR-TraN bzw. hTSLPRa-TraN bindet vollständig an die Matrix und wird wieder eluiert,
unabhängig von der etwaigen Bindung von Ligand und Sonde. Bei äquimolarer Zugabe der Liganden
(0,1 nmol mM-CSF; 0,2 nmol hTSLP) bindet und eluiert der größte Teil der zugegebenen Proteinmenge,
auch bei gleichzeitiger Inkubation mit der Sonde. Die Sonde wird bei der Inkubation speziﬁsch aus dem ZL
isoliert und eluiert gemeinsam mit dem Rezeptor bzw. gemeinsam mit dem Rezeptor und dem Liganden.
Die Bandenintensität an eluierter Sonde liegt deutlich unter der eingesetzten Menge TraO-TFP-TraO und
somit auch deutlich unterhalb der Intensität, die für äquimolare Bindungsverhältnisse sprechen würde.
Die Intensität beträgt etwa 20% der für äquimolare Bindung zu erwartenden Intensität. Dieses Ergebnis
entspricht in etwa den bisherigen zur Bindungsstärke dieser verkürzten, modiﬁzierten TraN-Variante
gegenüber TraO (3.2.2, 3.2.3).
3.4.2 Nachweis von immobilisierten Zytokinen mit TraN-markierten Rezeptoren und
TraO-Fluoreszenzprotein-Hybriden per Durchﬂusszytometrie
Die TraO/TraN-Interaktion bietet die Möglichkeit lösliche TraN-Zytokinrezeptoren mit ﬂuorochromen
TraO-Sonden zu labeln (3.4.1). Im nächsten Schritt sollten die immobilisierten Liganden der Rezeptoren
auf Oberﬂächen nachgewiesen werden. Dafür wurden Zytokine kovalent an eine NHS-aktivierte Matrix
gekoppelt. Anschließend kann die Matrix mit dem entsprechenden Rezeptor und der Sonde inkubiert wer-
den (Abbildung 40). Als lösliche Rezeptoren dienen die beiden in 3.4.1 hergestellten TraNshortNC-T21A-
Varianten und als Sonde wurde das im gleichen Abschnitt erzeugte TraO-TFP-TraO-Fluoreszenzprotein
verwendet.
Abbildung 40: Schema des experimentellen Ablaufes der Detektion von immobilisierten Zytokinen auf
Agarosematrix. Das Zytokin wird kovalent an die Matrix gebunden und mit dem löslichen
Rezeptor-HIS-TraN Fusionsprotein und dem TraO-TFP-TraO inkubiert. Der Komplex
bindet an die Matrix und kann im FACS analysiert werden.
Die Hitrap-Matrix wurde mit BSA, mM-CSF, hTSLP und den beiden löslichen Rezeptoren mc-FMSR-
TraN bzw. hTSLPRa-TraN gekoppelt. Die mM-CSF- und die hTSLP-gekoppelte Matrix wurden mit
mc-FMSR-TraN bzw. hTSLPRa-TraN inkubiert. Anschließend wurde TraO-TFP-TraO zugegeben und
erneut inkubiert. Sowohl die mit BSA als auch die mit den löslichen Rezeptoren gekoppelte Matrix
wurden als Kontrollen mitgeführt. Im Zytometer erfolgte die Fluoreszenzmessung der Matrix für FL1.
Die Ergebnisse wurden im Histogramm verglichen (Abbildungen 41 und 42)
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Abbildung 41: Histogamm der FACS-Analyse proteingekoppelter Agarose-Beads. An die NHS-Matrix
wurden die Proteine BSA, hM-CSF und mc-FMSR-TraN kovalent gebunden. Die BSA-
gekoppelte Matrix dient als Negativkontrolle und wurde nicht inkubiert (schwarz), die
mc-FMSR-TraN-Matrix wurde mit TraO-TFP-TraO inkubiert und dient als Positivkon-
trolle (rot). Die mM-CSF-Matrix wurde nacheinander mit hTSLPRa-TraN und TraO-
TFP-TraO (blau), sowie nacheinander mit mc-FMSR-TraN und TraO-TFP-TraO (grün)
inkubiert.
Abbildung 41 zeigt das Histogramm der Fluoreszenzintensitäten der mM-CSF-gekoppelten Matrix. Wird
diese mit dem nicht komplementären löslichen Rezeptor (hTSLPRa-TraN) und der TraO-TFP-TraO-
Sonde inkubiert, so liegt die mittlere relative Fluoreszenz um etwa Faktor 1,5 höher als die der Negati-
vontrolle. Bei Inkubation mit dem zum immobilisierten Liganden passenden mc-FMSR-TraN-Rezeptor
und der TraO-TFP-TraO-Sonde liegt die mittlere relative Fluoreszenz etwa Faktor 4 höher als die der
Negativkontrolle. Das mit Abstand höchste Fluoreszenzsignal wurde erreicht, wenn der auf der Matrix
immobilisierte mc-FMSR-TraN-Rezeptor mit der Sonde inkubiert wird.
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Abbildung 42: Histogamm der FACS-Analyse proteingekoppelter Agarose-Beads. An die NHS-Matrix
wurden die Proteine BSA, hM-CSF und hTSLPRa-TraN kovalent gebunden. Die BSA-
gekoppelte Matrix wurde nicht inkubiert (Negativkontrolle, schwarz), die hTSLPRa-TraN-
gekoppelte Matrix wurde mit TraO-TFP-TraO inkubiert und dient als Positivkontrolle
(rot). Die hTSLP-gekoppelte Matrix wurde mit mc-FMSR-TraN und TraO-TFP-TraO
(blau) sowie mit hTSLPRa-TraN und TraO-TFP-TraO (grün) inkubiert.
Das Histogramm der Fluoreszenzintensitäten der hTSLP-gekoppelten Matrix in Abbildung 42 ist dem
der mM-CSF-gekoppelten Agarose sehr ähnlich. Wird die hTSLP-Matrix mit dem nicht komplementä-
ren, löslichen mc-FMSR-TraN-Rezeptor und der TraO-TFP-TraO-Sonde inkubiert, so liegt die mittlere
relative Fluoreszenz um etwa Faktor 2 höher als die der BSA-Kontrolle. Nach der Inkubation mit dem
zum gekoppelten Liganden passenden hTSLPRa-TraN-Rezeptor und der Sonde liegt die mittlere relative
Fluoreszenz etwa Faktor 5 höher als die Negativkontrolle. Wurde der auf der Festphase immobilisierte
hTSLPRa-TraN-Rezeptor mit dem TraO-Fluoreszenzprotein-Hybrid inkubiert, konnte wieder das höchs-
te Fluoreszenzsignal gemessen werden.
3.4.3 Nachweis von TraN-markierten Zelloberﬂächenproteinen per Durchﬂusszytometrie
Ein vielversprechender Ansatz zur Nutzung der TraO/TraN-Interaktion ist der Nachweis von Liganden
auf Zelloberﬂächen mit Hilfe der TraN-fusionierten löslichen Rezeptoren, also die Übertragung des Ver-
suchsaufbaus unter 3.4.2 von Agarose-Matrix auf Zellen. HEK293T-Zellen können im Allgemeinen mit
Plasmiden transﬁziert werden und dadurch extrazellulär membranständige Rezeptordomänen oder an-
dere gewünschte Liganden exprimieren. Das Zytokin mM-CSF (und auch hTSLP) wurde deshalb in ein
solches, vorhandenes pcDNA3.1(-)zeo-Plasmid kloniert, so dass es auf Zelloberﬂächen exprimiert wurde.
Die Zellen wurden mit den Plasmiden transﬁziert und können anschließend über geeignete Sonden im
FACS oder der Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden.
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Abbildung 43: Schema der Proteinkonstrukte für die HEK-Oberﬂächenexpression nach Transfektion
mit pcDNA-Plasmiden. Das ursprüngliche Konstrukt mit dem hIL-4Ra-Signalpeptid,
dem P5D4-Epitoptag, der mM-CSF-Zytokinsequenz und der Transmembrandomäne (A).
TraNfull-T21A wurde so einkloniert, dass es zwischen dem P5D4-Epitoptag und dem
Zytokin (B) und N-terminal des P5D4-Epitoptag (C) exprimiert wird.
Als Vorlage diente der humane Interleukin-4-Rezeptor-alpha (hIL-4Ra), ein transmembraner Typ 1 Zy-
tokinrezeptor [122]. Die mM-CSF-Sequenz wurde über PCR, präparative Restriktion und Ligation so
in ein pcDNA3.1(-)zeo-Plasmid kloniert, dass aminoteminal die Sequenzen für das Signalpeptid des
hIL-4Ra und eines P5D4-Epitoptags liegen. Carboxyterminal beﬁndet sich eine Sequenz für die hIL-
4Ra-Transmembrandomäne, welcher weitere 4 Aminosäuren der hIL-4Ra-zytoplasmatischen Domäne
angefügt worden. Der schematische Aufbau des Fusionsproteins ist in Abbildung 43 dargestellt. Die
Zelloberﬂächenexpression des resultierenden Konstruktes in HEK293T-Zellen konnte über den P5D4-
Tag belegt werden. Jedoch ist die Markierung des Zytokins auf der Zelloberﬂäche durch den löslichen
Rezeptor mit einem verkürzten TraN-Peptid und der TraO-Sonde nicht eindeutig (Daten nicht gezeigt).
Um nachzuweisen, dass die TraO/TraN-Interaktion auch auf Zellen funktionsfähig ist, wurde die ver-
wendete Kassette weiter modiﬁziert und die Sequenz für TraNfull-T21A zwischen P5D4-Epitoptag und
Zytokin, sowie zwischen Signalpeptid und P5D4-Epitoptag kloniert (Abbildung 43). Dadurch konnte das
TraNfull-T21A auf der Zelloberﬂäche angeboten und nachgewiesen werden.
Abbildung 44: Schematischer Versuchsablauf für den Nachweis von TraN-Zelloberﬂächenproteinen auf
HEK293T-Zellen. Diese werden mit den pcDNA-Konstrukten transﬁziert und anschlie-
ßend mit TraO-TFP-TraO inkubiert. Wird auf den Zelloberﬂächen das Markerprote-
in (TraNfull-T21A-Peptid bzw. P5D4-Epitoptag als Kontrolle) expositioniert, kann die
Fluoreszenz der Zellen nachgewiesen werden.
Die HEK293T-Zellen wurden mit den resultierenden Plasmiden transﬁziert. Den unterschiedlich trans-
ﬁzierten Zellen wurde chromatographisch aufgereinigtes TraO-TFP-TraO sowie parallel geklärtes, nicht
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chromatographisch gereinigtes TraO-TFP-TraO-ZL zugegeben und inkubiert. Nach dem Waschen und
der Resuspension wurde die Fluoreszenz der Zellsuspension im Durchﬂusszytometer überführt. Parallel
wurde die Oberﬂächenexpression mittels primärem P5D4-Antikörper und sekundärem FITC-markierten
Antikörper als Kontrolle durchgeführt. Die Ergebnisse der FACS-Analyse sind in Abbildung 45 darge-
stellt.
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Abbildung 45: Density Blots der FACS-Analyse zum Nachweis von TraN auf HEK293T-Zellen unter
Verwendung von TraO-TFP-TraO. Die unterschiedlich transﬁzierten HEK293T-Zellen
wurden auf unterschiedliche Art ﬂuoreszenzmarkiert. Die Auswertung erfolgt mit Hil-
fe von Quadrantenfeldern. Als Negativkontrolle dienen untransﬁzierte HEK293T-Zellen
(1. Reihe). Die Zellen wurden mit drei Konstrukten (43) transﬁziert, welche nur den P5D4-
Epitoptag (2.Reihe), das TraNfull-T21A-Peptid zwischen P5D4-Epitoptag und Zytokin
(3. Reihe) und TraNfull-T21A-Peptid N-teminal am P5D4-Epitoptag (4. Reihe) exprimie-
ren. Die Zellen wurden inkubiert mit chromatographisch aufgereinigtem TraO-TFP-TraO
(1. Spalte), und geklärten TraO-TFP-TraO-ZL (2. Spalte). Zur Expressionskontrolle wur-
den die Zellen mit anti-P5D4-mAb und anti-mouse-FITC inkubiert(3. Spalte).
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Die Zytometrie-Daten in Abbildung 45 werden anhand von Quadrantenfeldern bzw. Gates ausgewer-
tet. Die Fluoreszenzintensitäten der P5D4-markierten Zellen erhöhen sich bei allen transﬁzierten Zellen
deutlich im Vergleich zu den untransﬁzierten Zellen, mehr als 80% der Zellen beﬁnden sich nach der
Transfektion in dem Quadranten, der ein positives Signal darstellt. Wird mit Hilfe des TraO-TFP-TraO
der TraN-Tag auf den Zellen nachgewiesen, so ändert sich die Fluoreszenz der Zellen ohne TraN nicht,
exprimieren die Zellen TraN auf ihrer Oberﬂäche, so verschieben sich die Fluoreszenzintensitäten in den
Quadranten, welcher ein positives Signal darstellt.
3.4.4 Nachweis von TraN-getaggten Zelloberﬂächenproteinen per Fluoreszenzmikroskopie
In eine 24-Well-Platte wurden Deckgläser gelegt und anschließend darauf HEK293T-Zellen ausgesät und
mit den Plasmiden aus 3.4.3 transﬁziert. Am Folgetag wurden die Zellen ﬁxiert, mit 5 µl TraO-TFP-
TraO-ZL inkubiert und ﬂuoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt.
Abbildung 46: Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen von HEK293T-Zellen. In untransﬁzierten Zellen sind
lediglich die mit Dapi gefärbten Zellkerne sichtbar (A). Beﬁndet sich auf der Oberﬂäche
der Zellen das TraNfull-T21A-Peptid, so können diese mit dem geklärten TraO-TFP-
TraO-ZL angefärbt werden. Dabei ist es auch hier unerheblich ob sich TraN zwischen
P5D4-Epitoptag und Zytokin (B) oder N-terminal am P5D4-Epitoptag (C) beﬁndet.
In Abbildung 46 ist deutlich zu erkennen, dass untransﬁzierte HEK293T-Zellen ausschließlich eine DAPI-
Färbung aufweisen. Zellen, die TraN an ihrer Oberﬂäche tragen, konnten zum Großteil mit dem TraO-
TFP-TraO-ZL angefärbt werden.
3.4.5 Implementierung einer speziﬁschen Disulﬁdbrücken-Bildung innerhalb des
TraO-TraN-Kopplungskonzeptes zur Herstellung kovalent verknüpfter Protein-Konjugate
Am Beispiel der Markierung TraN-markierter Proteine mit TraO-Fluoreszenzprotein-Konstrukten konn-
te bereits gezeigt werden, dass Proteine mit TraN- und TraO-Einheiten speziﬁsch miteinander konjugiert
werden können. Um derartige Proteinkonjugate noch stabiler zu machen, wurde untersucht, ob durch
das Einfügen von Cystein-Resten in Positionen von TraN und TraO, die sich in dem Molekülkomplex ge-
genüberliegen, eine gerichtete Disulﬁd-Verbrückung zwischen den beiden Bindepartnern erreicht werden
kann. Auslösendes Moment dieser Überlegung war die Tatsache, dass in den Homologen VirB7/VirbB9
des A. tume f aciens eine solche Anordnung von Cysteinen anzutreﬀen ist [104]. Analog zu den beschriebe-
nen Positionen der Cysteinreste in VirB7 bzw. VirB9 wurden für TraO und TraN Expressionskonstrukte
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angefertigt, die an den entsprechenden Positionen eine Cystein-Seitenkette aufwiesen (Abbildungen 47,
48 und 49).
Abbildung 47: Modell der Proteinstruktur zur Insertion von Cystein-Resten in TraNfull und TraO-
SQE für die Ausbildung kovalent gekoppelter Konjugate modelliert mit der PyMOL-
Software. Das TraOCT ist blau dargestellt. TraN ist dargestellt als Stäbchenmodell mit
gelben Kohlenstoﬀatomen, blauen Stickstoﬀatomen und roten Sauerstoﬀatomen. TraO
und TraN mit markierten Positionen der Aminosäureaustausche, Rot=G95C in TraO-
SQE, Grün=P10C in TraNfull (In der Abbildung fehlt der C-teminale Teil von TraNfull).
Abbildung 48: Aminosäuresequenzvergleich zur Insertion von Cystein in TraO-SQE. Austausch von Gly-
cin zu Cystein an Position 95.
Abbildung 49: Aminosäuresequenzvergleich zur Insertion von Cystein in TraNfull. Austausch von Prolin
zu Cystein an Position 10.
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Die Konstrukte pRSET-TraO-SQE-G95C und pRSET-TraNfull-P10C-TEV-GFP-HIS wurden in BL21(DE3)
zur Expression gebracht und die resultierenden Cysteinvarianten chromatographisch gereinigt. Die ge-
reinigten Proteine wurden zunächst per SDS-PAGE unter reduzierenden und nicht-reduzierenden Be-
dingungen analysiert. Es zeigte sich hierbei, dass sowohl bei TraO-SQE-G95C als auch bei TraNfull-
P10C-TEV-GFP-HIS (TraNcys-GFP) eine durch die eingebrachten Thiolgruppen vermittelte partielle
Homodimerisierung stattﬁndet (Abbildung 50, reduzierende (red.) und nicht reduzierende Probenansätze
(n. red.)). Bei Ko-Inkubation von TraO-SQE-G95C und TraNcys-GFP zur Erzeugung kovalent verknüpf-
ter Heterodimere wurde deshalb das Redoxmillieu durch Einbeziehung unterschiedlicher Konzentrationen
an DTT variiert. Abbildung 50 zeigt die Ausbildung von TraO/TraN-Heterodimeren in Abhängigkeit der
vorherrschenden DTT-Konzentration.
M: Unstained MW Marker
1: 4 nmol TraO-G95C (red.)
2: 2 nmol TraNcys-GFP (red.)
3: 4 nmol TraO-G95C (n. red.)
4: 2 nmol TraNcys-GFP (n. red.)
5-10: 4 nmol TraO-G95C und
2 nmol TraNcys-GFP
DTT-Konzentration
5: 0mM
6: 0,1mM
7: 0,2mM
8: 0,5mM
9: 1mM
10: 5mM
Abbildung 50: SDS-PAGE der Ko-Inkubation von TraO-SQE-G95C und TraNfull-P10C-TEV-GFP-HIS
zur Erzeugung kovalent verknüpfter Heterodimere durch Einbeziehung unterschiedlicher
Konzentrationen an DTT.
Abbildung 50 ist zu entnehmen, dass TraOcys und TraNcys in Abwesenheit von DTT nur teilweise
Disulﬁd-verbrückte TraO-TraN-Heterodimere ausbilden konnten. Diese erscheinen als neue Proteinban-
de im Größenbereich von 45 kDa. Die in den nicht-reduzierten Ausgangsproben bereits nachweisbaren
homodimeren Assoziate von TraOcys (ca. 30 kDa) und TraNcys (ca. 60 kDa) benötigen oﬀenbar den
Zusatz eines reduzierenden Agenz, um die ausgebildeten Disulﬁdbrücken zu lösen und die stabilere Di-
sulﬁdbrücke zwischen TraOcys und TraNcys auszubilden. Bei DTT Konzentrationen zwischen 0,1mM
und 0,5mM ist zum überwiegenden Teil eine Verbrückung des vorhandenen TraNcys mit dem im mola-
ren Überschuss vorliegenden TraOcys beobachten. Im Konzentrationsbereich zwischen 0,2mM und 5mM
DTT ist eine graduelle Zunahme der Proteinbandenintensität im Größenbereich des TraNcys-Monomers
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(30 kDa) zu beobachten, wobei im Reaktionsansatz mit 5mM DTT kaum noch kovalent verbrückte
Heterodimere nachweisbar sind.
3.4.6 Nachweis von TraN-Fusionsproteinen im Western Blot durch HRP-TraO-Konjugate
Die acht verschieden TraN-Varianten sowie ein chromatographisch aufgereinigtes Tag-freies GFP wurden
in der SDS-PAGE aufgetrennt. Anschließend wurden die Proteine im Western Blot-Verfahren auf eine
Nitrozellulosemembran übertragen und mit dem HRP-gekoppelten TraO-SQE schüttelnd inkubiert. Zur
Detektion wurde die Membran mit ECL-Lösung beträufelt und abgelichtet.
M: Prestained Marker
1: GFP
2: TraNshortNC-W12A-GFP
3: TraNshortC
4: TraNfull-GFP
5: TraNshortN-GFP
6: TraNshortNC-GFP
7: TraNshortNC-T21A-GFP
8: TraNshortNC-V18A-GFP
9: TraNfull-T21A-GFP
Abbildung 51: Western Blot zum Nachweis der acht verschiedenen TraN-Varianten (je 1 µg; 0,07 nmol)
mit TraO-HRP.
Die Aufnahme des Western Blot in Abbildung 51 zeigt drei TraN-Fusionsproteine die klar detektierbar
sind. Wie in den bisherigen Versuchen handelt es sich um die beiden TraN-Volllängenvarianten (TraNfull-
GFP und TraNfull-T21A-GFP) und die C-terminal verkürzte TraN-Variante (TraNshortC-GFP). Eine
ganz leichte Bande ist beim TraNshortN-GFP erkennbar. Alle anderen Fusionsproteine, wie auch die
GFP-Kontrolle sind nicht detektierbar.
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4 Diskussion
4.1 Herstellung und Optimierung der TraO-Derivate für die biotechnologische Anwendung
Voraussetzung für die Untersuchung der TraO/TraN-Interaktion war zunächst die rekombinante Her-
stellung der Interaktionspartner. Die Proteinbiosyntheserate von TraO-126 in E. col i ist außerordentlich
hoch. Die Rückfaltung aus Inclusion Bodies ist einfach und kann ohne Zugabe von Faltungshilfen erfolgen.
Aufgrund seiner Ladung kann TraO leicht und sehr speziﬁsch durch Kationenaustauschchromatographie
angereichert werden. Auf diese Weise lassen sich reproduzierbar sehr hohe Reinheiten erzielen. TraO
kann in großen Mengen produziert werden und ist für spätere Verwendungen nicht limitierend. Deshalb
kann es als Teil eines disposeable- bzw. single-use technology-Systems, welche an Bedeutung gewinnen,
Verwendung ﬁnden [123] [124].
Wie in 1.2.1 beschrieben, ordnen sich mehrere TraO-Moleküle ringförmig in der äußeren Membran des
Bakteriums an. Derartige Interaktionen können die Untersuchungen zur Interaktion zwischen TraO und
TraN erschweren und sich negativ auf künftige Anwendungen auswirken. Zur Verhinderung der angenom-
menen Selbstassoziation bei dem hier verwendeten, verkürzten TraO-Derivat wurden drei Aminosäuren
im C-terminalen Bereich ausgetauscht (TraO-SQE) oder der Carboxyterminus des TraO deletiert (Tra-
Oshort). In der wildtypischen Sequenz bzw. den vorhandenen Strukturmodellen des T4SS beﬁnden sich
diese Aminosäuren im Bereich einer möglichen Interaktion zweier benachbarter TraO-Moleküle nahe des
Carboxyterminus. In räumlicher Nähe des Glycin272 beﬁnden sich im benachbarten TraO-Molekül die
Aminosäuren Valin198 und Histidin199, in der Nähe von Alanin275 sind im anliegenden TraO-Molekül die
Seitenketten von Phenylalanin211, Prolin212 und Alanin213. Zwischen den genannten Seitenketten der
benachbarten Proteine kommt es wahrscheinlich zur Ausbildung von Van-der-Waals-Wechselwirkungen
zwischen den unpolaren Aminosäuren. Um eine Interaktion zu verringern, wurden jeweils kleinere unpo-
lare bzw. ungeladene gegen größere polare bzw. geladene Seitenketten getauscht. Unpolare Seitenketten
liegen häuﬁg in inneren, hydrophoben Bereichen von Proteinen bzw. Proteinkomplexen [95]. Die eben-
falls im Bereich einer TraO-TraO-Interaktion liegende Aminosäure Alanin277 liegt in räumlicher Nähe
zu Glutaminsäure239 des benachbarten TraO, der Austausch zu Glutaminsäure soll eine Abstoßung
der beiden negativ geladenen Seitenketten bewirken. Die eingefügten Punktmutationen in TraO-SQE
verringern die Selbstassoziation von TraO, indem sie durch veränderte Größe, Polarität und Ladung
der Seitenketten eine Dimerisierung bzw. Multimerisierung des Proteins minimieren. In der Größen-
ausschlusschromatographie zeigt TraO-SQE eine leicht geringere Dimerisierungsneigung im Vergleich
zu TraO-126. Dies unterstreicht die Hypothese der Selbstassoziation, welche die Charakterisierung der
TraO/TraN-Bindungseigenschaften in anderen Versuchen erschwert. Bei der Nutzung von TraO zur Af-
ﬁnitätschromatographie besteht die Möglichkeit, dass kovalent an die Matrix gebundene TraO-Moleküle
mit anderen TraO-Molekülen assoziieren und die Ergebnisse verfälschen. Wird TraO als Fluoreszenzson-
de verwendet kann es zur Ergebnisverfälschung infolge einer unspeziﬁschen Signalakkumulation kommen.
Die Modiﬁzierung des TraO-Moleküls mit der C-terminalen Verkürzung des Proteins hat einen negativen
Einﬂuss auf die genannten günstigen Rückfaltungs- und Reinigungseigenschaften. Das zur Verringerung
der Selbstassoziation erzeugte TraOshort-Protein präzipitiert und die Ergebnisse der SDS-PAGE deu-
ten auf einen schnelleren proteolytischen Abbau als bei den anderen TraO-Varianten hin [125]. Durch
die Deletion der Aminosäuren ändern sich die physikalisch-chemischen Eigenschaften des Proteins. Die
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außenliegenden Seitenketten sind andere und es kommt zur Veränderung von Polarität an der Prote-
inoberﬂäche und somit auch seiner Löslichkeit [126]. Auch im deletierten carboxyterminalen Bereich
sind einige funktionelle Gruppen hochkonserviert [104], was für einen wesentlichen Beitrag dieses Be-
reichs zur strukturellen Integrität des Proteins spricht und somit zu seiner Stabilität und Funktion
beiträgt [127] [128] [129]. Das in der Größenausschlusschromatographie als Referenz verwendete cystein-
haltige TraO-S7C war eine der ersten produzierten TraO-Varianten. Die Thiolgruppe sollte bzw. kann
dazu genutzt werden, TraO kovalent an ein anderes Molekül, z. B. eine Festphase oder ein syntheti-
sches Fluorophor zu binden [130] [131]. Durch die ortsspeziﬁsche Bindung an reaktive Gruppen wie
Maleimid, Pyridyildisulﬁd oder Vinylsulfon mit dem im aminoterminalen Bereich von TraO liegenden
Cystein ließe sich eine orientierte Immobilisierung und somit eine weitaus homogenere Anordnung an
der Oberﬂäche erreichen [132] [133]. Eine Kopplung von TraO an eine Festphase über Cystein wurde
bisher nicht untersucht. Stattdessen wurde TraO über primäre Aminogruppen von Lysinen kovalent an
eine N-Hydroxysuccinimid-Ester-aktivierte Agarosematrix gebunden [131]. Da TraO insgesamt sieben
Lysine besitzt, kann zu einer ungerichteten Orientierung des Liganden kommen. Es entsteht eine he-
terogene Matrix, die partielle Aktivität oder sterische Hinderungen aufweisen kann [134]. Für das Ziel
der Charakterisierung der TraO/TraN-Interaktion mit der zur Verfügung stehenden Festphase wurde
mit TraO-SQE die optimale Variante für alle weiteren Versuche ermittelt. Die funktionelle Überprü-
fung der rekombinant erzeugten TraO-126 und TraO-SQE zeigt, dass ein Großteil beider hergestellten
Proteine in der Lage ist, an das TraN-Volllängenkonstrukt zu binden und somit biologische Aktivität
aufweist. In den durchgeführten Versuchen verhalten sich TraO-126 und TraO-SQE in ihrer Aﬃnität
gegenüber allen TraN-Derivaten nahezu ähnlich. Aufgrund der bereits erwähnten verringerten Dimerisie-
rungsrate wurde im weiteren Verlauf der Arbeit TraO-SQE verwendet. Die günstigen Expressions- und
Aufreinigungseigenschaften bleiben mit TraO-SQE erhalten.
4.2 Herstellung und Optimierung der TraN-Bindedomänen für die biotechnologische Anwendung
Acht verschiedene TraN-GFP-Fusionsproteine wurden rekombinant hergestellt, um ihre Aﬃnitäten zu
TraO zu untersuchen. Alle erzeugten TraN-Varianten lassen sich in E. col i exprimieren und aus dem
Zelllysat isolieren. Die verschiedenen Derivate unterscheiden sich in ihren Expressions- und Reinigungsei-
genschaften kaum. Die Proteine lassen sich in ausreichender Menge über das carboxyterminal eingeführte
Polyhistidin speziﬁsch anreichern. In zwei Versuchsanordnungen wurden die Aﬃnitäten der verschiede-
nen TraN-Fusionsproteine zu TraO untersucht. Zum einen wurden die Derivate über das eingebrachte
Polyhistidin an einer Matrix immobilisiert, anschließend mit TraO inkubiert und die Proteinmengen
nach gemeinsamer Elution densitometrisch ermittelt. Zweitens wurde TraO kovalent an eine Festphase
gebunden, mit den verschiedenen TraN-GFP-Varianten inkubiert und die Bindungsintensitäten aus den
Fluoreszenzwerten der Lösungen errechnet. Die beiden eingesetzten Methoden zur Validierung der Bin-
dungseigenschaften können fehlerbehaftet sein. Die densitometrische Auswertung von SDS-Gelen zeigt bei
der Erstellung von Eichgeraden hohe Standardabweichungen. Die Berechnungen wurden nach manueller
Zuordnung der Spuren und Banden im Gel vorgenommen. Besonders bei niedrigen Intensitäten schwan-
ken die Messwerte. In höheren TraO-Konzentration wurden teilweise molare TraO/TraN-Verhältnisse von
größer 1 ermittelt. Dies könnte einerseits in der angesprochenen Varianz der quantitativen Auswertung
begründet sein. Andererseits kann dieses Ergebnis auch aus der Bindung homodimerer Assoziate des
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TraO, wie sie eingangs beschreiben wurden, hervorgehen. Eine unspeziﬁsche Bindung von TraO an die
Ni-NTA ist unwahrscheinlich, aber nicht ausgeschlossen. Die Nutzung professioneller Auswertungssoft-
ware für die Densitometrie oder die Quantiﬁzierung der Proteinlösungen durch Kapillarelektrophorese
können zuverlässige Ergebnisse liefern [135] [136]. Beide Methoden kommen dennoch zu sehr ähnlichen
Ergebnissen. Die besten Bindungseigenschaften besitzt das TraN-Volllängenkonstrukt, die C-terminale
Verkürzung zeigt in etwa identische Bindungseigenschaften. Die aminoterminale TraN-Verkürzung hat
indes eine erhebliche Verringerung der Aﬃnität zu TraO zur Folge. Wird dieses N-terminal verkürz-
te TraN-Derivat zusätzlich C-terminal verkürzt, bleibt die Aﬃnität dieser beiden Varianten zu TraO
in etwa gleich. Folglich spielt der C-terminale Anteil des TraN-Konstruktes (AS 24 - 33) für die Bin-
dung zu TraO keine entscheidende Rolle, obwohl im Strukturmodell die Aminosäuren von TraN im
Bereich von AS 24 - 28 stark von TraO-Seitenketten umgeben werden [87]. In der Literatur ist in diesem
Bereich ebenfalls keine Wechselwirkung beschrieben. Die TraO-Seitenketten in räumlicher Nähe beﬁn-
den sich vor dem ersten β-Faltblatt (Glutamin173, Threonin174 und Phenylalanin176) und zwischen
β6 und β7 (Glutaminsäure239 und Asparagin240) [104]. Ausgeprägte Wechselwirkungen ﬁnden jedoch
oft vermehrt im Bereich von geordneten Proteinstrukturen statt, so oﬀenbar auch in TraO [137]. Alle
aminoterminal verkürzten TraN-Varianten binden erheblich schwächer an TraO. Die erste beschriebene
Interaktion zwischen TraO und TraN beﬁndet sich erst carboxyterminal der vorgenommenen Verkür-
zung an Position 8. Auch die vorhandenen Strukturmodelle aus der Kernspinresonanzspektroskopie und
der Elektronenmikroskopie sprechen gegen eine Interaktion vor Position 8, einer Prolin-Seitenkette [103]
[87]. Möglicherweise sind die aminoterminalen Aminosäuren (AS 2 - 7) für die strukturelle Anordnung
der darauf folgenden Seitenketten verantwortlich. Sie könnten zum Beispiel zur Stabilisierung der für
die Bindung benötigten Konformation beitragen oder das TraN-Peptidsegment für die Bindung an TraO
zugänglich halten. Besonders die beiden Proline an Position 6 und 7 können die nachfolgende Struktur
beeinﬂussen. Prolinreiche Regionen haben oft die Zusatzfunktion eines strukturellen Elementes [138]. Die
Prolin-Seitenkette ist die einzige, die mit dem Peptidrückgrat zweifach verbunden ist. Dadurch ist die
Rückgratkonformation im Gegensatz zu den anderen Aminosäuren beeinträchtigt und die Sperrigkeit der
N-CH2-Gruppe verursacht Einschränkungen in der vorhergehenden Aminosäure [139]. Die eingenommene
Konformation wird wesentlich durch die vorangegangene Seitenkette bestimmt [140], aber auch weitere
N-terminal liegende Seitenketten beeinﬂussen die räumliche Struktur [141]. Prolin ist häuﬁg in engen
Kehren oder auf Proteinoberﬂächen vorzuﬁnden und gilt als Helixbrecher [142]. Die relative Häuﬁg-
keit von Prolin in α-Helices und β-Faltblättern ist die niedrigste aller Aminosäuren, dagegen kommt
diese Seitenkette in Kehren am häuﬁgsten vor [95]. Obwohl Prolin die Eigenschaft hat, α-Helices und
β-Faltblätter zu unterbrechen, verleiht es an anderer Stelle eine extreme Festigkeit und eine besonde-
re Struktur in interagierenden Proteinen [138]. Bestes Beispiel sind Kollagene, Tripelhelixproteine mit
hoher Festigkeit, welche einen extrem hohen Prolinanteil mit dem häuﬁg wiederholenden Sequenzmotiv
G-P-P besitzen. Oft - wie auch im Falle von TraN - sind solche prolinreichen Regionen konserviert [143]
[144]. Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass für die Interaktion mit TraO der N-terminale
Bereich des TraN bedeutend ist. In weiterführenden Experimenten könnte durch Aminosäure-Austausch-
Varianten der Einﬂuss der Proline auf die Bindung des TraN an TraO näher untersucht werden. Neben
den Verkürzungen des Bindemotivs wurden TraN-Mutagenesestudien durchgeführt, um die Bindungei-
genschaften zu charakterisieren bzw. das Peptid für die biotechnologische Nutzung zu optimieren. Oft ist
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es bei der Herstellung und Reinigung rekombinanter Proteine nötig, den Fusionspartner vom Zielprotein
zu entfernen. Für eine proteolytische Spaltung müssen die jeweiligen Erkennungsmotive in das Protein
eingebracht werden. Es konnte gezeigt werden, dass das TraN-Volllängenkonstrukt eine unspeziﬁsche
FaktorXa-Proteasespaltstelle besitzt. Das FaktorXa-Erkennungsmotiv ist I-E-G-R, ein in Proteinse-
quenzen seltenes Motiv, mit der carboxyterminalen Spaltung nach Arginin [145] [146]. Ähnliche Motive,
bei denen es zur unspeziﬁschen Hydrolyse der Peptidbindung durch FaktorXa nach Arginin kommt,
sind beschrieben [147] und die in TraNfull vorkommende Sequenzfolge G-R ist als mögliches Motiv für
kompetitive FaktorXa-Inhibitoren beschrieben [148]. Es wurde deshalb angenommen, dass die unspezi-
ﬁsche Proteolyse carboxyterminal von Arginin an Position 30 des TraNfull stattﬁndet. Einen konkreten
experimentellen Hinweis hierzu liefert die TraNshortC-Variante, welche bei Inkubation mit FaktorXa
nicht gespalten wird. Sofern für die Weiterverwendung des Zielproteins das TraN-Peptid proteolytisch
abgespalten werden muss, sollte dies entweder unter Verwendung einer C-terminal verkürzten TraN-
Variante oder mit einer alternativen Protease geschehen. Für eine Nutzung von TraN als Aﬃnitätstag
ist eine weitere Untersuchung der unspeziﬁschen Spaltung durch verschiedene prominente Proteasen nö-
tig. Zwar kann eine Sequenz durch diverse Programme auf Proteasespaltstellen untersucht werden, aber
im Falle von TraNfull und Faktor Xa lässt sich damit keine unspeziﬁsche Spaltung vorhersagen [149].
Eine Auswahl der Enzyme sollte deshalb im Modellexperiment bewertet werden. Beispiele sind hier die
Enterokinase und das Thrombin [150] [147]. Für die TEV-Protease konnte keine sekundäre Spaltstelle in
TraN identiﬁziert werden. Obwohl die TEV-Protease im Gegensatz zu den anderen genannten Proteasen
mit vergleichsweise geringem Aufwand und in großer Menge rekombinant in EE. col i herstellbar und
über das fusionierte Polyhistidin in der immobilisierten Metallionen Aﬃnitätschromatographie zu reini-
gen ist [151], ﬁndet sie bisher in unserem Labor keine Verwendung. Grund dafür ist die oft angegebene
Erkennungssequenz mit Glycin oder Serin an Position P1' [152]. Allerdings wurde mehrfach gezeigt, dass
fast alle Aminosäuren (außer Prolin) an P1' zur Proteolyse durch TEV führen [153] [154] [155]. Einige
der rekombinant herzustellenden Faktoren sollten entsprechend mit TEV-Proteasespaltstelle kloniert,
exprimiert und aufgereinigt werden.
Auch alle anderen im TraN-Peptid vorgenommenen Mutationen haben einen negativen Einﬂuss auf seine
Aﬃnität zu TraO. Tauscht man das Tryptophan an Position 12 gegen Alanin, so ﬁndet fast keine In-
teraktion zwischen TraO und TraN statt. Es wurde beschrieben, dass Tryptophan den Raum zwischen
Glycin263, Arginin265 und Valin185 (TraOCT ) füllt [104], eine elektrostatische Wechselwirkung zwi-
schen dem pi-Elektron im Tryptophan und der Guanidinogruppe des Arginin ist nicht beschrieben, aber
wahrscheinlich [156]. Tryptophan ist die einzige Aminosäure mit Indol-Ringsystem, einem aromatischen
Heterozyklus mit Stickstoﬀatom. Es besitzt also die größte Seitenkette und ist gleichzeitig die seltenste
Aminosäure [157]. Tryptophanaustausche im Protein sind deshalb für dessen Interaktion mit anderen Ma-
kromolekülen oft folgenschwer [142]. Tryptophan kommt vermehrt an Oberﬂächen vor, die mit anderen
Proteinen interagieren [158]. So ist beispielsweise seine Rolle in der Verankerung von Membranproteinen
beschrieben [159]. Im Strep-Tag führt die Mutagenese einzelner Tryptophanreste in der Bindungsstelle
von Streptavidin in jedem Fall zu einer signiﬁkanten Verschlechterung seiner Bindung an Biotin [160].
Auch der Einﬂuss von Tryptophan auf die Tertiärsturktur von Proteinen wurde beschrieben [161]. Die
Ergebnisse legen nahe, wie essentiell die Seitenkette an dieser Stelle für die TraO/TraN-Interaktion ist,
eine Überprüfung mit einem vollängen TraN mit Tryptophanaustausch ist dafür allerdings nötig.
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Das konservierte P-V-N-K-Motiv, welches in der hydrophoben Tasche zwischen zwei β-Faltblättern
des TraO liegt [104], scheint ein Ansatzpunkt für Modiﬁkationen oder Kompetition zu sein. Es wurde
demonstriert, dass eine ortsgerichtete Mutagenense und der Austausch von Valin gegen Alanin an Po-
sition 18 in einer stark verminderten Aﬃnität des TraN-Peptids zu TraO resultiert, was die Vermutung
der hydrophoben Tasche an dieser Stelle bestätigt. Valin besitzt eine hydrophobe Seitenkette, welche
sich bevorzugt in hydrophoben Regionen von Proteinen oder Proteinkomplexen beﬁndet [142]. Die Alan-
inseitenkette hingegen ist etwas hydrophiler und deutlich kleiner. Interessant wären Austausche von
Valin gegen Seitenketten mit ähnlicher Struktur und Charakteristik, wie Leucin oder Isoleucin [142],
so wie sie in einigen Homologen von TraN vorkommen [104]. Dadurch kann entweder die Bindung für
bestimmte Anwendungen weiter verstärkt werden oder eine Elution mit einem alternativen Puﬀer ohne
Isopropanol oder Arginin erreicht werden. Die nachgewiesene schlechtere Bindung beim Austausch zu
Alanin verdeutlicht die Wichtigkeit dieser Seitenkette und des P-V-N-K-Motivs, welche somit einen
Ansatzpunkt für die Entwicklung eines Elutionspuﬀer bietet. Obwohl die beiden genannten Aminosäure-
austausche nur am beidseitig verkürzten Peptid untersucht wurden, ist davon auszugehen, dass sie auch
die Aﬃnität zwischen dem TraN-Volllängenkonstrukt und TraO signiﬁkant herabsetzen würden. Diese
Austauschvarianten sind daher für biotechnologische Anwendungen weniger geeignet, die Ergebnisse ge-
ben jedoch Aufschluss über zwei relevante Aminosäuren der Interaktion. Der Austausch von Threonin zu
Alanin an Position 21 hat ebenfalls einen negativen Einﬂuss auf die Stärke der TraO/TraN-Interaktion.
Das gilt sowohl für die TraN-Volllängenvariante, als auch das beidseitig verkürzte TraN-Konstrukt und
bestätigt wiederum die Abschwächung der Aﬃnität von TraN zu TraO durch Verkürzung. Die Aﬃ-
nität von TraNshortNC-T21A-GFP zu TraO ist jedoch höher als die der beiden bisher beschriebenen
Mutanten. Der Austausch dieser funktionellen Gruppe hat den geringsten Einﬂuss auf die untersuchte
Interaktion. Grund der Mutagenese war die Entfernung einer möglichen N-Glykosylierungsstelle, da-
mit das TraO/TraN-System künftig auch an eukaryotischen Proteinen einsetzt werden kann. Durch
N-Glykosylierung werden Oligosaccharid-Ketten an die Aminogruppe von Asparagin innerhalb des Er-
kennungsmotivs N-X-S/T [162] angehängt. Da das betroﬀene Asparagin an Position 19 innerhalb des
konservierten Bindemotivs P-V-N-K liegt, ist es wahrscheinlich, dass sich die posttranslationale Modi-
ﬁkation negativ auf das Bindeverhalten gegenüber TraO auswirkt. Durch einen Austausch des Threonins
an Position 21 zu Alanin konnte der für die Wechselwirkung kritische Bereich unverändert bleiben und
gleichzeitig dessen Glykosylierung ausgeschlossen werden. Bei der Nutzung der TraO-Agarosematrix
bindet TraNfull-T21A-GFP in etwa genau so gut wie das wildtypische Volllängenkonstrukt. In der Ver-
suchsanordnung mit Ni-NTA-Agarose zeigt das TraN-Derivat ohne die potentielle posttranslationale
Modiﬁkation eine verminderte Interaktion mit TraO. Dies kann durch die Anordnung und sterische Hin-
derung auf den Matrices oder durch die starken Schwankungen der Messwerte in der densitometrischen
Analyse zustande kommen. Die Aﬃnität ist aber stärker als die aller aminoterminal verkürzten, sowie die
alle anderen mutierten TraN-Varianten. Es sollte überprüft werden, ob an den Asparaginseitenketten des
TraN an dieser Position im eukaryontischen System eine Gykosylierung stattﬁndet. Zu diesem Zwecke
wurden TraN-fusionierte Rezeptorkonstrukte mit und ohne Glykosylierungsstelle kloniert, konnten aber
bisher noch nicht zur Expression gebracht werden.
Eine Messung der Assoziations- und Dissoziationskonstanten ist erforderlich. Dafür müssen im Gleich-
gewicht die Konzentrationen von Ligand, Analyt und Komplex ermittelt werden [163]. Die Ergebnisse
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legen die Vermutung nahe, dass bei den Bindungspartnern mit hoher Aﬃnität, abhängig von der Me-
thode, die Konzentration an freiem Ligand oder Analyt gegen Null strebt. Die Quantiﬁzierung derartig
geringer Proteinmengen ist mit den gegebenen Methoden nicht möglich. Alle Proben wurden deshalb für
die Bestimmung der Konstanten in der Bio-Layer-Interferometrie vorbereitet.
4.3 Elution
Die Elution von TraN-Fusionsproteinen von der TraO-Matrix mittels verschiedener Puﬀer knüpft an
die Evaluierung des Bindeverhaltens der verschiedenen TraN-GFP-Fusionsproteine an. Die in Tabelle 12
dargestellten Fluoreszenzintensitäten geben jeweils die Menge an eluiertem Protein nach der Bindung
an die TraO-Matrix (3.2.3) wieder. Binden die Fluoreszenzproteine schwächer an die Matrix, so ist auch
die Fluoreszenzintensität der Elution geringer. Deshalb wurden die prozentualen Anteile an eluiertem
TraN-Fusionsprotein aus den Diﬀerenzen der gebundenen zu den eluierten Fluoreszenzintensitäten er-
rechnet. Salz- bzw. detergenzhaltige Puﬀer lösen die Fluoreszenzproteine während der Inkubationszeit
in geringem Maße von der TraO-Matrix. Durch NaCl entsteht um die Ionen eine Hydrathülle, was die
elektrostatischen Wechselwirkungen in einer Lösung beeinﬂusst, wodurch es zur Dissoziation kommen
kann [164] [165] [166]. PBS-T ist eine Detergenzien-haltige phosphatgepuﬀerte Salzlösung, die standard-
mäßig beim Waschen von ELISA [167] und Western Blot [168] [169] eingesetzt wird, um unspeziﬁsche
Bindungen zu reduzieren. Beide TraN-Volllängenkonstrukte und das C-terminal verkürzte TraN lassen
sich mit NaCl und PBS-T nicht eluieren. Die TraN-Varianten mit Aminosäureaustauschen lösen sich mit
diesen beiden Puﬀern mit der Zeit von der TraO-Matrix, da sie oﬀenbar weniger aﬃn sind. Bei der TraN-
Minimalvariante ohne Glykosylierungsstelle ﬁndet sich nochmals mehr Fusionsprotein im Überstand und
die Valin-Austauschvariante wird komplett von der Matrix gelöst. Die Elutionsergebnisse dieser beiden
Puﬀer stimmen mit den bisher gemachten Beobachtungen zur Bindung überein. D.h. das Vollängenkon-
strukt ohne Glykosylierung und das C-terminal verkürzte TraN werden durch NaCl und PBS-T kaum
von der Matrix gewaschen, alle anderen TraN-Varianten lösen sich stärker von der Matrix, in vergleich-
barer Folge zu ihrer zuvor ermittelten Bindungsstärke. Auch die Elution mit Arginin/Valin-Puﬀer und
TraN-Peptid bestätigen die bisherigen Ergebnisse zu den Aﬃnitäten der verschiedenen TraN-Varianten
zu TraO. Wieder lassen sich das TraN-Volllängenkonstrukt und das C-terminal verkürzte TraN-GFP
kaum lösen, das TraN-Volllängenkonstrukt ohne Glykosylierungsstelle nur wenig mehr und ein deutli-
cher Anteil aller N-terminal verkürzten TraN-Konstrukte wird in beiden Puﬀern von TraO gelöst. Somit
eluiert dieser Puﬀer die in den bisherigen Versuchen am schwächsten bindenden TraN-Varianten nicht
vollständig, aber am eﬀektivsten. Die stärksten Binder werden hingegen kaum gelöst. Dass ein syntheti-
sches TraN-Peptid der Minimalvariante kaum in der Lage ist die stärker bindenden TraN-Fusionsproteine
(TraNfull-GFP und TraNshortC-GFP) zu lösen erscheint logisch, da es wegen des fehlenden N-terminalen
Peptidabschnitts eine deutlich verringerte Bindung an TraO aufweisen sollte. Auch werden nur etwa die
Hälfte der verkürzten, weniger stark bindenden Fusionsproteine durch das Peptid vom TraO verdrängt.
Das Peptid wurde im Überschuss zugegeben, doch oﬀenbar ist die Inkubationszeit zum Lösen der Mole-
küle nicht ausreichend. Die Verwendung eines synthetischen TraN-Volllängenpeptides zur Verdrängung
des Fusionsproteins von der Matrix würde wahrscheinlich die Ergebnisse verbessern, doch die Herstellung
des Peptides ist kostspielig und somit für die Elution ohnehin unpraktikabel. Wie bereits beschrieben
ist Valin am Position 18 ein Ansatzpunkt für die Elution, da sein Austausch in einer deutlich schwäche-
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ren Bindung resultiert. Der Arginin/Valin-Puﬀer ist in der Lage, einen Teil aller TraN-Varianten von
der stationären Phase zu entfernen. Die Verwendung von Arginin / 2-Propanol-Puﬀer als Elutionsmittel
führt bei allen TraN-Varianten zur Elution von der TraO-Matrix. Die unpolare Isopropyl-Gruppe ist
in der Lage, intramolekulare hydrophobe Wechselwirkungen im Protein zu beeinträchtigen und kann
oﬀenbar erfolgreich Valin mit seiner Isopropyl-Gruppe verdrängen. Durch 2-Propanol wird die Polari-
tät der Lösung herabgesetzt und somit das wässrige Milieu, in welchem Proteine natürlich vorkommen,
verändert. Die biologische Aktivität und die Löslichkeit des Proteins können durch die Zugabe organi-
scher Lösungsmittel negativ beeinﬂusst werden [170] [171] [172]. Allerdings beeinﬂussen viele Faktoren
die Löslichkeit und die Aktivität von Proteinen, z. B. das Protein und das Lösungsmittel an sich, was
generelle Aussagen nicht möglich macht. Die freie Aminosäure Arginin, welche den beiden letztgenannten
Puﬀern zugesetzt wurde, kann Proteinaggregation während der Rückfaltung von Proteinen verhindern
[173] [174] [175] und hat auch in unserem Labor mehrfach aggregationshemmende Wirkung gezeigt.
Freies Arginin kann mit den meisten Aminosäureseitenketten interagieren und dadurch die Bildung von
Proteinaggregaten in wässriger Lösung verhindern [176] [177]. Die durchweg geringen Fluoreszenzinten-
sitäten nach der Inkubation mit Glycin sind auf den Verlust der GFP-Fluoreszenz im sauren Milieu
(pH3,0) zurückzuführen, welcher beschrieben ist [178] [179] und im Vorversuch bestätigt werden konnte.
Eine Evaluierung dieses Elutionspuﬀers konnte dadurch in der verwendeten Versuchsanordnung nicht
durchgeführt werden. Jedoch zeigt die Zerstörung der ﬂuorophoren Gruppe des GFP die begrenzte
Verwendbarkeit des Glycin-Puﬀers als universell einsetzbares Eluenz zur funktionserhaltenden Rück-
gewinnung gebundener Proteine. Insgesamt lässt sich festhalten, dass mit dem kombinierten Einsatz
von Arginin und Isopropanol eine nahezu vollständige Elution der TraN-GFP-Fusion als Modelprote-
in erreicht werden kann, wobei die Funktionalität des GFP vollständig erhalten bleibt. Dieser Befund
stellt eine Verwendbarkeit des untersuchten Systems zur Aﬃnitätschromatographischen Anreicherung
in Aussicht. Weitere Faktoren, die eine Protein-Protein-Interaktion beeinﬂussen können, könnten vali-
diert werden. Der pH-Wert, ein TraN-Volllängenpeptid, weitere (chaotrope) Salze der Hofmeister-Reihe
[180] und andere Substanzen mit Propylgruppen können in Elutionspuﬀern untersucht werden um die
beobachtete Präzipitation oder einen möglichen Aktivitätsverlust bei der Aufreinigung von Zytokinen zu
verhindern. Die nachfolgenden Aufreinigungsversuche von Zytokinen wurden auf Grund der Ergebnisse
mit dem Arginin / 2-Propanol-Puﬀeransatz durchgeführt.
4.4 TraN zur aﬃnitätschromatographischen Reinigung rekombinanter Zytokine aus E. col i
Um die TraO-Aﬃnitätsmatrix für die Aufreinigung von TraN-Fusionsproteinen zu nutzen, wurde deren
Isolierung aus komplexen Proteingemischen untersucht. Im Modellversuch wurde zunächst gezeigt, dass
das Zielprotein TraNfull-GFP nahezu vollständig und äußerst speziﬁsch aus einem E. col i-Zelllysat an die
Aﬃnitätsmatrix bindet. Es ist zu berücksichtigen, dass in diesem Versuch das TraN-Fusionsprotein nicht
eluiert wurde, sondern lediglich das auf der Festphase gebundene Protein analysiert wird. Im Zelllysat
verbleibt kein Zielprotein bzw. ein eventuell vorhandener Rest ist in der Masse der anderen Protein-
banden in der SDS-PAGE nicht erkennbar. Andere Proteine binden kaum an die Matrix, aber eine
schwache TraO-Bande ist zu erkennen. Es kann sich um nicht-kovalent an die Matrix gebundenes TraO
handeln. In der späteren Elution von Zytokinen ist diese Bande nicht mehr zu sehen. Die Bindekapazität
der hergestellten TraO-Matrix wurde durch Messung der TraN-GFP-Fluoreszenz im Überstand ermit-
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telt. Die Bindekapazität ist mit den Angaben kommerziell erhältlicher Aﬃnitätsmatrices vergleichbar.
Diese Angaben können Produktkatalogen unterschiedlicher Anbieter entnommen werden beispielsweise
für Streptavidin-Sepharose (>300 nmol biotin/ml medium 6 mg biotinylated BSA/ml medium, GE-
Healthcare), Glutathione Sepharose (10 mg protein/ml, GE-Healthcare) oder Nickel-Sepharose (40 mg
protein/ml, GE-Healthcare). Die Wiederverwendbarkeit der Matrix wurde überprüft. Die Bindungska-
pazität nimmt mit wiederholter Verwendung leicht ab. Das kann an nicht-kovalent gebundenem TraO
liegen, welches auch in der SDS-PAGE der TraO-Matrix teilweise erkennbar ist. Die bereits diskutierte
automatisierte Herstellung einer homogenen TraO-Matrix oder eine weitere Optimierung von TraO kön-
nen vorgenommen werden. Durch die N-terminale Fusion von TraN konnten drei rekombinante Zytokine
hergestellt werden, deren wildtypische Genexpression mit dem pRSET-5b-Vektor in E. col i BL21(DE3)
nicht möglich war. Da alle anderen Faktoren des Expressionssystems nicht verändert worden sind, ist der
N-terminal fusionierte TraN-Abschnitt bzw. die zugrundeliegende Nukleotidsequenz für die erhebliche
Steigerung der Expressionsausbeuten verantwortlich. Als Ursache hierfür kommt eine erhöhte Protein-
stabilität durch den veränderten N-Terminus, vor allem aber die Auswirkung der dem TraN zugrundelie-
genden Nukleotidsequenz in Betracht. Zur Kontrolle wurde ein weiteres Zytokin mit einem C-terminalen
TraN kloniert und hergestellt. Bei dieser Anordnung war die Expressionsausbeute des Zytokins allerdings
deutlich geringer im Vergleich zum wildtypischen Konstrukt. Der angefügte TraN-Abschnitt entstammt
einem bakteriellen Konjugationssystem, welches auch in E. col i vorkommt. Damit verbunden ist der Co-
dongebrauch (codon usage). Bestimmte Codons des universellen, degenerierten genetischen Codes werden
von verschiedenen Spezies unterschiedlich häuﬁg verwendet, was der tRNA-Konzentration innerhalb der
Zelle entspricht [181]. Selten verwendete Codons können die Translation bremsen und häuﬁg genutzte
Codons beschleunigen die Translation [182]. Das Anfügen der TraN-Sequenz mit auf E. col i abgestimmter
Codon-Verwendung könnte sich positiv auf die Expression des Gesamtproteins auswirken. Die Translation
von Proteinen in E. col i ist stark von der dem Startcodon proximalen Nukleotidsequenz abhängig. So wird
durch die sogenannte downstream box, ein dem Startcodon folgender, etwa 30 Nukleotide umspannender
DNA-Abschnitt, eine verstärkte Ribosomenbindung und eine erhöhte Translationseﬃzienz beschrieben
[183]. Die Kompatibilität dieses Abschnitts zum Anti-Codon-Loop des Ribosoms hat erhebliche Aus-
wirkung auf das Expressionsergebnis, wie sich mehrfach auch in eigenen unveröﬀentlichten Arbeiten
gezeigt hat. Zu vermuten ist, das die Nukleotidsequenz des TraN eine bessere Anordnung gegenüber dem
Anti-Codon herstellt als die entsprechenden Nukleotidsegmente der unveränderten Zytokine. Die Expres-
sion rekombinanter Gene in E. col i ist von einer Vielzahl von Faktoren abhängig [184] [185]. Medium,
Plasmid, Bakterienstamm, Art der Kultur, pH-Wert und Temperatur sind nur einige Variablen, die die
Proteinbiosynthese beeinﬂussen. Die Ergebnisse zur Steigerung der Zielproteinausbeute wurden bisher
nur für das beschriebene Wirts-Vektorsystem unter den genannten Kulturbedingungen (Schüttelkultur
bei 37 ◦C) bestätigt. Eine Übertragbarkeit auf andere E. col i-Expressionssysteme ist wahrscheinlich aber
nicht sichergestellt. Auch kann vermutet werden, dass sich für viele weitere in diesem Expressionswirt
schlecht exprimierbaren Proteine mit diesem Ansatz Steigerungen in der Zielproteinausbeute erzielen
lassen.
Wie sich bereits in den Versuchen zur Wiederverwertbarkeit der TraO-Matrix zeigte, verbleibt ein Teil
des gebundenen Fusionsproteins auf der Matrix. Bei TraN-fusionierten Zytokinen ist das ein erheblicher
Anteil. Ein Grund kann die Löslichkeit des Analyten sein, die durch viele Faktoren wie dem pH-Wert
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der Lösung, der Oberﬂächenhydophobizität, der Verteilung der Oberﬂächenladung, der Größe, dem ver-
wendeten Salz und dessen Konzentration beeinﬂusst wird [186]. Präzipitiertes Protein lässt sich mit dem
gewählten Versuchsaufbau nicht von der Matrix separieren. Durch den Einsatz geeigneter Additive zur
Verbesserung der Löslichkeit der Proteine oder durch Veränderungen im Inkubationsschema oder im
Aufbau der Anreicherungsmethode (z.B. Säulenformat) könnten hinsichtlich dieser Problematik Verbes-
serungen erzielt werden. Im Vergleich zu den Anreicherungsversuchen mit den Zytokinen in Kap. 3.3.2
zeigte sich im Abschnitt 3.3.4 eine deutlich höhere Wiederﬁndung des TraNfull-GFP nach Elution. In Be-
zug auf die unterschiedlichen Elutionsabeuten im Vergleich der beiden Versuchsaufbauten muss auch die
bereits diskutierte Qualität und Homogenität der Matrix (siehe Kap. 4.1) in Betracht gezogen werden.
Bisher liegen keine Daten dazu vor, welche Faktoren genau die Herstellung und Lagerung der TraO-
Matrix beeinﬂussen und wie sich diese auf die Haltbarkeit der Matrix und die Bindungseﬃzienz und
-speziﬁtät auswirken. Auch können das zu reinigende Protein selbst und sein umgebendes Milieu (z. B.
andere Proteine im Zelllysat) und dessen Wechselwirkungen einen Einﬂuss auf die Bindung von Ligand
und Analyt haben. Wie so oft ist eine Maßstabsvergrößerung nicht einfach und bedarf weiterer umfas-
sender Untersuchungen [187]. Der reproduzierbaren Herstellung der TraO-Matrix und ihrer geeigneten
Lagerung sollte unter dem Gesichtspunkt einer wirtschaftlichen Aufreinigung von TraN-Fusionsproteinen
Priorität eingeräumt werden.
Es konnte gezeigt werden, dass TraN-hM-CSF aus IB und Zelllysat biologische Aktivität besitzen. Der
Aktivitätsassay wurde mehrfach durchgeführt um einen Eﬀekt für TraN-hM-CSF nachweisen zu können,
da die TraN-hM-CSF-Aktivität gegenüber der von reinem hM-CSF deutlich geringer ausfällt. Entweder
liegt das TraN-hM-CSF größtenteils in einer falschen Faltung vor oder das TraN-Peptid stört auf Grund
seiner räumlichen Nähe die Bindung an den Rezeptor. Bereits die erste Aminosäure im wildtypischen
hM-CSF ist für eine Interaktion mit dem Rezeptor verantwortlich [188]. Um genauere Aussagen zur Ursa-
che der verminderten Aktivität zu machen, kann das TraN-Peptid mit FaktorXa abgespalten und erneut
aufgereinigt oder eine alternative, nicht TraO-basierte Aufreinigung von TraN-hM-CSF durchgeführt
werden. Außerdem müsste im Aktivitätstest eine Sättigung des Stimulationsfaktors erreicht werden.
Eine generelle Verwendbarkeit des TraN-Systems zur aﬃnitätschromatographischen Reinigung von Pro-
teinen, anhand rekombinanter Zytokine, konnte somit nachgewiesen werden. Die Zytokine konnten an
einer Matrix speziﬁsch angereichert und anschließend eluiert werden, TraN konnte unter Verwendung ei-
nerProtease abgespalten werden und die biologische Aktivität eines auf diese Weise gereinigten Zytokins
konnte exemplarisch für TraN-M-CSF nachgewiesen werden.
4.5 Markierung löslicher Rezeptorketten
Markierte lösliche Zytokinrezeptorproteine stellen sehr wertvolle Werkzeuge für Rezeptor-Liganden-
Interaktionsstudien dar. Derartige Rezeptorsonden könnten zur Identiﬁzierung bzw. Charakterisierung
von Zytokinmimetika oder anderen agonistisch oder antagonistisch wirksamen Substanzen verwendet
werden. Das TraN/TraO-System stellt eine vielversprechende Option für die zielgerichte Erzeugung von
Proteinkonjugaten dar. Im Abschnitt 3.4.1 wurde untersucht, ob Fusionskonstrukte von TraO und Fluo-
reszenzproteinen für die Markierung vobn TraN-markierten Rezeptorproteinen verwendet werden kön-
nen. Das TraN-Peptid, welches an die löslichen Rezeptoren fusioniert wurde, ist eine N- und C-terminal
verkürzte Variante mit Aminosäureaustausch der vorhergesagten Glykosylierungsstelle (TraNshortNC-
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T21A). Hierbei muss einschränkend erwähnt werden, dass in den Vorversuchen für diese Variante nur
eine stark verminderte Aﬃnität zu TraO festgestellt werden konnte. Trotzdem gelang eine Fluoreszenz-
markierung eines löslichen Rezeptors über die TraO/TraN-Interaktion und der Nachweis der Rezeptor-
Ligandeninteraktion durch die angefügte Fluoreszenzaktivität. Erste Bindungsversuche wurden auf zwei
verschiedene Arten, auf Ni-NTA-Matrix und Hitrap-Matrix durchgeführt. Innerhalb des pull-Down Ex-
periments mit His/TraN-markiertem Rezeptorprotein an Ni-NTAAgarose ist die TraO/TraN-Interaktion
nur relativ schwach ausgeprägt, während die Bindung zwischen Ligand und Rezeptor deutlich besser, und
schätzungsweise äquimolar, ist. Im Versuchsaufbau mit Matrix-gekoppelten Liganden kann eine solche
Unterscheidung nicht gemacht werden. Für genauere Aussagen bezüglich der Gründe sollte der Ver-
such noch einmal mit dem TraN-Volllängen-Rezeptorkonstrukt wiederholt werden. Mit löslichen, über
das TraO/TraN-System ﬂuoreszenzmarkierten Rezeptorproteinen wurde der Nachweis von Rezeptor-
Ligandeninteraktionen auf der Oberﬂäche von Zytokin-dekorierten Säugerzellen (HEK-293) versucht.
Hierbei liegt eine gegenüber dem natürlichen Vorbild inverse Konstellation vor (membranständiger Li-
gand  löslicher Rezeptor), die für einige Screening- oder auch Selektionskonzepte neue methodische
Möglichkeiten einräumen könnte. So können beispielsweise Mutantenbibliotheken auf der Oberﬂäche
von Säugerzellen [189], Bakterien [190] oder Hefen [191] nach potentiellen Bindepartnern durchmustert
werden.
HEK293T-Zellen konnten mit geeigneten Plasmiden zur Oberﬂächenpräsentation von membranständi-
gen Zytokinen transﬁziert werden. Der Nachweis der membranständigen Proteine über den zusätzlichen
P5D4-Tag als Kontrolle war erfolgreich. Versucht man einen Nachweis des Zytokins auf der Zellmembran
durch Rezeptor-TraN und TraO-Sonde, so sind die Ergebnisse nicht eindeutig. Der wahrscheinlichste
Grund dafür ist die Verwendung des beidseitig verkürzten, modiﬁzierten TraN an der Rezeptorkette. Ein
weiterer Grund kann sein, dass das Zytokin zwar an der Oberﬂäche präsent ist, vom Rezeptor wegen steri-
scher Hinderungen aber nicht erkannt wird. Allerdings konnten am Institut für Biochemie II der FSU Jena
die Präsentation der Zytokine auf der Oberﬂäche nachgewiesen werden. Deshalb sollte die rekombinante
Herstellung der löslichen Rezeptorkette mit dem TraN-Volllängenkonstrukt ohne Glykosylierungsstelle
vorangetrieben werden. Es ist damit zu rechnen, dass die erzielten Signale stärker sein werden und ggf.
einen speziﬁschen Nachweis der Interkation der Rezeptorsonden mit dem zellulär präsentierten Zytokin
in Aussicht stellen. Die notwendigen Plasmide für verschiedene lösliche Rezeptorketten mit den unter-
schiedlichen TraN-Volllängenkonstrukten wurden bereits kloniert und mit Turbofect transient trans ziert.
Bisher limitieren die Expressionsausbeuten der löslichen Rezeptordomänen den weiteren Fortschritt bei
diesen Untersuchungen Eine transientes Transfektionsverfahren Polyethylenimin (PEI) mit in Suspensi-
onskultur wachsenden HEK293-EBNA1-Zellen bietet sich zur Verbesserung der Expressionausbeuten an
[192].
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4.6 Markierung von TraN auf Zelloberﬂächen
Es wurde untersucht, ob das TraO/TraN-System geeignet ist, um eine Fluoreszenzfärbung von membran-
ständigen Proteinen, die eine TraN-Markierung tragen, umzusetzen. Zu diesem Zweck wurde ein Plasmid,
welches besonders erfolgreich ein Zytokin mit einem Tag auf der Oberﬂäche von HEK293T-Zellen gene-
riert, mit einem zusätzlichen TraN-Tag versehen. Es ist klar erkennbar, dass die Zellen, die das TraN auf
ihrer Oberﬂäche tragen, eﬀektiv im FACS und in der Fluoreszenzmikroskopie durch eine in der Arbeit
entwickelte TraO-Sonde markiert werden können. Damit konnte gezeigt werden, dass die Interaktion auf
Zelloberﬂächen zu einem ausreichenden Signal führt, was die Grundlage für komplexere Markierungen
von Zelloberﬂächenmolekülen bildet. Zusätzlich wurde der Nachweis der bifunktionalen Markierung er-
bracht. Durch das Einbringen von Cysteinen in TraO und TraN kann eine kovalente Bindung zwischen
beiden Interaktionspartnern hergestellt werden, um Dissoziationen zu vermeiden und somit das Signal
weiter zu verstärken [193].
4.7 Implementierung einer speziﬁschen Disulﬁdbrücken-Bildung innerhalb des
TraO/TraN-Kopplungskonzeptes zur Herstellung kovalent verknüpfter Protein-Konjugate
Durch das Einbringen von Cysteinen in TraO und TraN stellt eine kovalente Bindung zwischen den Inter-
aktionspartnern in Aussicht, was für verschiedene Anwendungen, wie eine irreversible Markierung oder
Immobilisierung von Biomolekülen, von Nutzen sein kann. Dabei kann man sich zunutze machen, dass
weder in TraO noch in TraN Cysteine vorhanden sind, wodurch falsche intramolekulare Cystein- Paa-
rungen bei der Ausbildung der Disulﬁdbrücken während der Faltung der Proteine oder auch im späteren
Einsatz ausgeschlossen sind. In der Arbeit ist der Nachweis Disulﬁd-verbrückter TraN und TraO-Derivate
gelungen. Durch Zugabe einer bestimmten Menge eines reduzierenden Agenz` (DTT) konnte die Bildung
kovalent verknüpfter Heterodimere aus TraO und TraN verstärkt werden. Dies eröﬀnet weitereichende
Perspektiven für die Entwicklung weiterer Anwendungen. In der hochauﬂösenden Fluoreszenzmikrosko-
pie können durch kovalente bioorthogonale Markierung über Protein-Tags in vivo biologischen Prozesse
beobachtet werden. Ein solches Label sollte folgende Eigenschaften haben [194]: (1) die Möglichkeit der
Markierung in einem Schritt; (2) schnelle, quantitative Markierung; (3) auschließliche Markierung von
Zielproteinen; (4) geringe Größe, um den Einﬂuss auf die Proteinfunktion zu minimieren; (5) Bildung
einer stabilen, kovalenten Bindung zwischen Protein und Label; (6) keine Nebeneﬀekte der verwende-
ten Reagenzien; (7) es sollte in vitro und in vivo funktionieren. Keine existente Labelmethode erfüllt
diese Anforderungen [194]. Neben der genetischen Fusion eines Fluoreszenzproteins mit dem Zielprotein
stehen drei weitere Standardmethoden zur Verfügung, um ein Protein kovalent mit einer ﬂuoreszie-
renden Sonde zu markieren [195]. Dabei handelt es sich um selbst-markierende Enzyme (SNAP-Tag
[196], CLIP-Tag [197], Halo-Tag [198], TMP-Tag [199]), Tetracysteinmotive bindende Biarsen-Farbstoﬀe
(FlAsH und ReAsH [200] [201]) und durch Enzyme katalysierte Markierung des Zielmoleküls mit der
Sonde (Liponsäure-Ligase [202], Biotin-Ligase [203]). Die ersten beiden bedienen sich wie TraO/TraN
dabei freier Thiolgruppen, die anfällig für oxidative Dimerisierung sind und in Form von Cystein in die
Aminosäuresequenz eingebracht werden. Selbst-markierende Enzyme nutzen größere Tags und es kann
zu sterischen Hinderungen kommen, welche den Metabolismus und die Funktion des Zielproteins beein-
ﬂussen [202] [193]. FlAsH und ReAsH sind Peptid-basierte posttranslationale Markierungsmethoden in
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lebenden Zellen, allerdings wurden geringe Speziﬁtät, Zelltoxizität, sowie Palmitoylierung und Oxidation
des Zielproteins beschrieben [201] [204]. Nachteil der Ligasen ist, dass diese in der Zelle exprimiert werden
müssen oder bei Markierung von Oberﬂächenproteinen zuzugeben sind. Das TraO/TraN-System kann
für diese Applikationen eine Alternative bieten. Das cysteinhaltige TraN kann als Peptid gentechnisch
an das Zielprotein fusioniert werden und mit dem cysteinhaltigen TraO markiert werden. Für solche und
andere Nachweissysteme ist es außerdem nötig, die jeweiligen Sonden mit alternativen Fluorphoren aus-
zustatten. Vorteile der genutzten Fusionsproteine mit photoaktivierbaren Fluorophoren der GFP-Familie
ist ihre einfache Handhabbarkeit und hohe Speziﬁzität [205] [193] Dazu sind weitere Studien nötig. Es ist
davon auszugehen, dass TraO und TraN nicht toxisch sind, da beide bereits problemlos in Eukaryonten
exprimiert wurden.
4.8 Nachweis der TraO/TraN-Interaktion im Western Blot und alternative Nachweismethoden
Im Western Blot konnten die beiden TraN-Volllängenkonstrukte, sowie das carboxyterminal verkürzte
TraN nachgewiesen werden. Proteine werden durch die Zugabe von SDS und Wärme denaturiert [113],
dabei bleibt die Bindeeigenschaft von TraN auf der Nitrocellulose-Membran erhalten. Die Kopplung von
HRP an TraO erfolgte über primäre Amine. Auch in diesem Fall kann eine gerichtete Bindung zu höheren
Ausbeuten führen. Trotz der Lagerung des TraO-HRP nach Herstellerangaben war das Konjugat nur über
einen kurzen Zeitraum von etwa zwei Wochen biologisch aktiv. Weiterführende Untersuchungen konnten
deshalb nicht gemacht werden. Neben der verwendeten Meerrettichperoxidase steht eine Fülle anderer
Reporterenzyme zu Verfügung, die geläuﬁgsten sind die Alkalische Phosphatase und die Glucose-Oxidase
[206] [207] [208]. Wie bei der Nutzung von Fluorophoren bietet auch die enzymatische Markierung eine
Vielzahl von Möglichkeiten, die nach Bedarf angepasst werden kann, aber nicht Gegenstand der Arbeit
sind.
4.9 Weitere Applikationen
Weitere Applikationen, für die TraO/TraN sehr interessant sein kann, ist die Tandem Aﬃnity Puriﬁcation
[13] [14]. In diesem Zusammenhang wurde die Suche nach Bindungspartnern für β-Catenin ansatzweise
verfolgt. Das amino- und carboxyterminal verkürzte TraN wurde bereits in ein entsprechendes pcDNA-
Konstrukt kloniert, eine Transfektion in eukaryontischen Zellen durchgeführt und die Lysate analysiert.
Auch in diesem Fall konnte keine TraO/TraN-Interaktion nachgewiesen werden, welche für weitergehende
Studien, wie die Massenspektrometrie, stabil genug ist. Auch für diese Applikation ist die Verwendung
des TraN-Volllängenkonstruktes zu empfehlen.
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6 Anhang
6.1 Abkürzungen
ad lat. zu
aq. dest. destilliertes Wasser
Arg Arginin
AS Aminosäure
ATP Adenosintriphosphat
Bp Basenpaar
BSA bovines Serumalbumin
bzw. beziehungsweise
ca. circa
c-fms Colony stimulating factor 1 receptor
C-terminus Carboxyterminus
DFG DMEM + FKS + Gentamycin
DMEM Dulbeccos Modiﬁed Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA desoxyribonucleic acid /
Desoxyribonukleinsäure
ECL Elektrochemilumineszenz
EL Elution
engl. englisch
FACS Fluorescent-activated Cell Sorting
FH Fachhochschule
FITC Fluorescein isothiocyanate
FKS Fötales Kälberserum
FUS Fötales Fusionsprotein
fwd forward
g Erdbeschleunigung
G-CSF Granulocyte-colony stimulating factor
GFP grünﬂuoreszierendes Protein
ggf. gegebenenfalls
h Stunde
h / m Speziesangaben (h-human / m-murin)
H2O detilliertes Wasser
HEK human embryonic kidney
HRP Horseradish peroxydase
IMAC immobilisierte Metallionen Aﬃnitätschromatographie
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid
kDa kilo Dalton
i. A. im Allgemeinen
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i. d. R. in der Regel
IEC ion exchange chromatography / Ionenaustauschchromatographie
Int intrazellulär
Luc Luciferase
M-CSF Macrophage-colony stimulating factor
mAb Monoclonal antibody / monoklonaler Antikörper
mAu milli absorbance unit
Mio. Million
ml milliliter
mM millimolar
MWCO molecular weight cut oﬀ
NaCl Natriumchlorid
NaOH Natriumhydroxid
nM nanomolar
N-terminus Aminoterminus
NTP Nukleosidtriphosphate
LB lysogeny broth / komplexes Nährmedium
OD600 Optische Dichte bei 600nm
ORI origin of replication / Replikationsursprung
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PCR Polymerase chain reaction / Polymerasekettenreaktion
pI isolelektrischer Punkt
Pos. Position
Prop Propanol
rcf relative centrifugal force / Relative Zentrfugalkraft
rev reverse
rpm rounds per minute / Umdrehungen pro Minute
RPMI Roswell Park Memorial Institute
RT Raumtemperatur
RFG RPMI + FKS + Gentamycin
SDS Sodium dodecyl sulfate / Natriumlaurylsulfat
SEC size excusion chromatography / Größenausschlusschromatographie
SP Signalpeptid
SRF Standard-Rückfaltung
SV Säulenvolumen
T4SS Typ 4 Sekretionssystem
TE Tris/EDTA
TEMED Tetramethylethylendiamin
TEV Tobacco etch virus / Tabakätzvirus
TFP teal ﬂuorescent protein / blaugrünﬂuoreszierendes Protein
TNFα Tumor necrosis factor α
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TSLP Thymic Stromal Lympopoeitin
TSLPRα Thymic Stromal Lympopoeitin Rezeptor α-Kette
ü.N. über Nacht
ÜS Überstand
Vol. Volumen
wt Wildtyp
WB Western Blot
ZL Zelllysat
121
6.2 Plasmide
Abbildung 52: Plasmidkarte pRSET-5b [209]. Die verschiedenen Expressionskonstrukte wurden in die
MCS kloniert.
Abbildung 53: Plasmidkarte pcDNA3.1-Zeo(-) (Invitrogen). Die verschiedenen Expressionskonstrukte
wurden in die MCS kloniert.
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Abbildung 54: Plasmidkarte peGFP-N1 [210]. Die verschiedenen Expressionskonstrukte wurden in die
MCS kloniert.
Abbildung 55: Plasmidkarte mTFP-N1 [211]
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Abbildung 56: Plasmidkarte Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium Plasmid R46
(AY046276). Aus diesem Plasmid wurde pKM101 entwickelt [98]. Für pKM101 wurde
keine Karte gefunden.
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6.3 Primer
Tabelle 13: Die verwendeten Primer, die palindromischen Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme
sind unterstrichen.
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Tabelle 14: Die verwendeten Primer, die palindromischen Erkennungssequenzen für Restriktionsenzyme
sind unterstrichen.
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6.4 Restriktionsenzyme
Tabelle 15: Die verwendeten Restriktionsenzyme, die Spaltstellen sind markiert
Enzym 5'→3' - Sequenz
BamHI GGATCC
BglII AGATCT
EcoRI GAATTC
HindIII AAGCTT
NdeI CATATG
NheI GCTAGC
NotI GCGGCCGC
XbaI TCTAGA
XhoI CTCGAG
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6.5 Proteineigenschaften
Tabelle 16: Die molaren Extinktionskoeﬃzienten " und die Molekulargewichte Mr aller hergestellten
rekombinanten Proteine
Protein " [cm2 /mmol] Mr [kDa]
TraO-126 1,196 14,2
TraO-SQE 1,184 14,3
TraOshort 1,457 11,6
TraO-S7C 1,182 14,3
TraO-G95C 1,180 14,4
TraNfull-T21A-TEV-GFP-2x6HIS 0,868 33,4
TraNshortNC-W12A-TEV-GFP-2x6HIS 0,742 31,7
TraNshortNC-V18A-TEV-GFP-2x6HIS 0,913 31,8
TraNshortNC-T21A-TEV-GFP-2x6HIS 0,913 31,8
TraNshortNC-TEV-GFP-2x6HIS 0,912 31,8
TraNshortC-TEV-GFP-2x6HIS 0,895 32,4
TraNfull-TEV-GFP-2x6HIS 0,867 33,4
TraNshortN-TEV-GFP-2x6HIS 0,883 32,8
mc-FMSR-HIS-TraNshortNC-T21A 1,553 61,1
hTSLPRa-HIS-TraNshortNC-T21A 2,168 33,4
mM-CSF 0,486 18,2
hM-CSF 0,642 18,4
TraNfull-FX-hM-CSF 0,759 22,8
hTSLP 1,151 15,1
hG-CSF 0,836 18,8
TraNfull-FX-hG-CSF 0,919 23,1
TraO-TFP-TraO 1,188 54,1
hTNF-α 1,233 17,5
TraNfull-hTNF-α 1,269 21,3
TraNfull-FX-hFGF-9 0,938 27,7
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6.6 DNA-Sequenzen
Tabelle 17: Die Accession-Nummern der verwendeten DNA aus UNIPROT bzw. NCBI
Protein Accession
TraO Q46704
TraN Q46702
mc-FMSR P09581
hTSLPRa Q9HC73
hIL4Ra P24394
mM-CSF P07141
hM-CSF NP_757350
hTSLP Q969D9.1
hG-CSF NP_757373
hTNF-a P01375
hFGF-9 P31371
mTFP ABG77397.1
eGFP AAY25376.1
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Abbildung 57: Die DNA-Sequenzen der verschiedenen TraO-Varianten. Die Basenaustausche sind rot
markiert. Siehe 3.1.1 und 3.1.3
Abbildung 58: Die DNA-Sequenz des verwendeten Fusionsproteins mit TraN-Volllängenvariante. Siehe
3.1.2
Abbildung 59: Die DNA-Sequenzen der verschiedenen TraN-Varianten. Die Basenaustausche sind rot
markiert. Deletionen sind durch Tilden markiert. Siehe 3.1.4
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Abbildung 60: Die DNA-Sequenzen der ungelabelten Zytokine. Siehe 3.3.5
Abbildung 61: Die DNA-Sequenzen der TraN-markierten Zytokine. Siehe 3.3.5
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Abbildung 62: Die DNA-Sequenz der TraN-markierten hTSLP-Rezeptor α-Kette. Siehe 3.4.1
Abbildung 63: Die DNA-Sequenz des TraN-markierten mc-FMS-Rezeptors. Siehe 3.4.1
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Abbildung 64: Die DNA-Sequenzen der verschiedenen TraNshortNC-T21A-markierten Zytokine für die
Expression auf HEK293T-Zellen. Siehe 3.4.3
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